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Ω    Ohm 
µ F   Mikro-Farad 
µ g   Mikrogramm 
µ l   Mikroliter 
aa    Aminos￿ure, engl.: amino acid 
A   Adenin 
AMP   Adenosin-5·-monophosphat 
Amp   Ampicillin 
APS   Ammoniumpersulfat 
ATP   Adenosintriphosphat 
Bp   Basenpaar 
BSA    Rinderserum-Albumin (Bovine Serum Albumin) 
C   Cytosin 
Ca
2+   Calcium-Ionen 
cDNA   komplement￿re DNA, engl.:complementary DNA 
CIAP    Alkalische Phosphatase, engl.: calf intestine alkaline phosphatase 
CMV   Cytomegalo  Virus 
COS    Abk￿rzung f￿r CV1 Origin SV40 
Cy
TM5   Indodicarbocyanin (Cy-5) phospharamidit 
D    Ein-Buchstaben-Code f￿r die Aminos￿ure Asparagins￿ure 
ddH2O   zweifach destilliertes Wasser 
ddNTP   Didesoxy-Nucleosid-Triphosphat 
DEPC   Diethylpyrocarbonat 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleins￿ure 
dNTP   2·-Desoxy-Nucleosid-5·-Triphosphat 
DSE    engl.: downstream sequence element 
EDTA   Ethylendinitrolotetraessigs￿ure 
EtBr   Ethidiumbromid 
FKS   f￿tales  K￿lberserum 
g   Zentrifugalbeschleunigung 
G   Guanin 
G-418   Geniticin 
h   Stunde 
HCM    Hypertrophe Kardiomyopathie, engl.: hypertrophic cardiomyopathy 
IgC2   Immunglobulin  C2 
IgG   Immunglobulin  G 
IgM   Immunglobulin  M 
IPTG   Iospropyl-β -D-thiogalaktopyrenosid 
Kan   Kanamycin 
kb   Kilobasen 
kD   Kilo-Dalton 
kV   Kilo-Volt 
LacZ    Gen, das f￿r das Enzym β -Galaktosidase kodiert 
LB   Luria-Bertani 
M   Molar 
mA   Milli-Ampere 
mg   Milligramm 
min   Minute   8
mM   Millimolar 
MOPS   3-N (Morpholino)propansulfons￿ure 
mRNA   Boten-Ribonukleins￿ure 
ms   Millisekunde 
MTI   Mutante  I 
MTII   Mutante  II 
MW    Molekulargewicht, engl.: molecular weight 
MyBP-C Myosinbindungsprotein  C 
MYBPC3  Bezeichnung f￿r das humane, kardiale MyBP-C Gen 
MYH7    Bezeichnung f￿r das Gen, das f￿r die humane, kardiale α-Isoform der schweren 
Kette des Myosins kodiert 
N    Ein-Buchstaben-Code f￿r die Aminos￿ure Asparagin 
ng   Nanogramm 
NKS   neonatales  K￿lberserum 
nm   Nanometer 
NMD    engl.: nonsense mediated decay 
PAA   Polyacrylamid 
PCR    Polymerase Kettenreaktion, engl.: polymerase chain reaction 
PEI   Polyethylenimin 
PFA   Paraformaldehyd 
PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 
Q    Ein-Buchstaben-Code f￿r die Aminos￿ure Glutamin 
R    Ein-Buchstaben-Code f￿r die Aminos￿ure Arginin 
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RT-PCR  PCR mit vorangegangener PCR 
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1  Hypertrophe Kardiomyopathie  
 
Die hypertrophe Kardiomyopathie (HCM = hypertrophic cardiomyopathy) ist eine autosomal-
dominant erbliche Erkrankung des Myokards. Kardiomyopathien wurden als ￿prim￿re 
Herzmuskelkrankheiten￿ mit unbekannter Ursache definiert, die zu einer Beeintr￿chtigung der 
systolischen und/oder diastolischen Funktion der Herzkammern f￿hren (Goodwin und 
Oakley, 1972). Nach einer aktualisierten Klassifikation der WHO werden vier verschiedene 
Formen unterschieden: die hypertrophe, die dilatative, die restriktive und die arrhythmogene 
rechtsventrikul￿re Kardiomyopathie (Richardson et al., 1996). Die HCM ist klinisch variabel 
und genetisch heterogen. Ihre Ursachen sind nach heutiger Kenntnis auf Fehlfunktionen des 
kontraktilen Apparates der Kardiozyten zur￿ckzuf￿hren. 
 
 
1.1  Klinische Aspekte der HCM 
 
Eine Erstmanifestation der HCM tritt bevorzugt am Ende des 2. Lebensjahrzehnt oder sp￿ter 
auf, selten im Kindesalter (Maron et al., 1987 a, b; McKenna, 1996). Die Krankheitszeichen 
sind in der Regel mild bis moderat und unspezifisch. Berichtet wird ￿ber Schmerzen in der 
Brust, Atemnot bei Belastung, kurze Bewu￿tlosigkeit und ￿Herzrasen￿. Typisch f￿r die 
Krankheit ist au￿erdem ein variables Spektrum an Verl￿ufen, Schweregraden und 
auftretenden Komplikationen. Manche F￿lle verlaufen mild, gelegentlich asymptomatisch, 
andere verlaufen maligne und k￿nnen zu schwerer Herzinsuffizienz f￿hren. H￿ufig wird 
jedoch eine langsame Progression der Krankheit beobachtet. Das gr￿￿te Risiko der HCM ist 
der pl￿tzliche Herztod, als Folge von ventrikul￿ren Arrhythmien und Kammerflimmern 
(Maron et al., 1987 a, b; Richardson et al., 1996). Dieses Ereignis kann auch bei der 
Abwesenheit HCM-typischer Symptome vorkommen (Maron et al., 1980). 
 
Die klinische Diagnose st￿tzt sich auf Hinweise, die durch Echo- und Elektrokardiographie 
erhalten werden (McKenna et al., 1996). Nicht-myokardiale Grundkrankheiten (z.B. 
Hypertonie, koronare Herzkrankheiten etc.) sind auszuschlie￿en. Die zweidimensionale 
Echokardiographie l￿￿t das Ausma￿ und die Verteilung der Hypertrophie des Herzens 
erkennen. Ver￿nderungen im EKG werden ebenfalls beobachtet. Hierzu z￿hlen u.a.   10
Vorhofflimmern, verk￿rzte Vorhof-Kammer-￿berleitungen, Erregungsr￿ckbildungsst￿rungen 
und Kammertachykardien (McKenna und Camm, 1989). 
 
Morphologisch betrachtet ist die HCM in der Regel durch eine linksventrikul￿re Hypertrophie 
charakterisiert, gelegentlich ist der rechte Ventrikel betroffen. Die Hypertrophie ist 
asymmetrisch und schlie￿t das interventrikul￿re Septum mit ein (Maron et al., 1987 a, b). Die 
Zunahme der Ventrikelmuskulatur, die auf vergr￿￿erte Myozyten zur￿ckzuf￿hren ist, kann 
gelegentlich auch den Apex des Herzens betreffen (Wigle et al., 1985). Je nach Lokalisierung 
der Verdickung kann das Kammervolumen reduziert sein. In etwa 20% der F￿lle wird eine 
Obstruktion der Ausflussbahn beobachtet (Maron et al., 1987 a, b). Histopathologisches 
Kennzeichen der HCM ist der Verlust der regelm￿￿igen und parallelen Anordnung der 
Kardiozyten im Myokard (myocyte disarray) (Davies, 1984), bedingt durch das hypertrophe 
Wachstum der Zellen. Die normalen Kontakte zwischen den Zellen (gap junctions) gehen 
verloren und f￿hren zu einer Desorientierung angrenzender Zellbereiche. Ein Strukturverlust 
zeigt sich auch innerhalb der Zellen an den unregelm￿￿ig verlaufenden Myofilamenten 
(Ferrans et al., 1972). Eine weitere morphologische Ver￿nderung ist die Zunahme des 
interstitiellen Bindegewebes (Fibrosierung), die ebenfalls die Funktion des Myokards 
beeintr￿chtigt. Das sog. ￿myocyte disarray￿ kann auf bestimmte Regionen begrenzt oder ￿ber 
den ganzen Ventrikel verteilt sein. 
 
Trotz der gest￿rten ventrikul￿ren Morphologie und Histopathologie ist die kontraktile 
(systolische) Leistung des Herzens zumindest in der Fr￿hphase der Krankheit nicht 




1.2  Klinische Genetik und Epidemiologie 
 
Die HCM wurde weltweit nachgewiesen. Es liegen bisher jedoch nur wenig zuverl￿ssige 
epidemiologische Daten vor. Bei der Auswertung von echokardiographischen Daten, die in 
einer Population von ￿ber 4.000 jungen, gesunden Erwachsenen erhalten wurde, ergab sich 
f￿r das Auftreten einer unerkl￿rten Zunahme der Herzmuskulatur (Hypertrophie) eine 
H￿ufigkeit von ca. 1:500 in der US-amerikanischen Bev￿lkerung (Maron et al., 1995). Die 
HCM ist eine weit ￿berwiegend famili￿r geh￿uft auftretende, dominante Erkrankung des 
Herzmuskels (Vosberg, 1998). Gelegentlich ist der famili￿re Charakter wegen unter-  11
schiedlicher Auspr￿gung der Symptome nicht zu erkennen. Dar￿ber hinaus gibt es selten 
sporadische F￿lle, bei denen keine famili￿re Vorbelastung vorliegt. Solche F￿lle sind 
vermutlich auf de novo Mutationen zur￿ckzuf￿hren (Greve et al., 1994; Jeschke et al., 1998; 
Watkins et al., 1992). Bisher wurde nur sehr selten ￿ber autosomal-rezessive Erbg￿nge 
berichtet (Nishi et al., 1995, Olson et al., 2002). 
 
Die Penetranz, d.h. die Tendenz zur Auspr￿gung typischer Symptome, ist bei der HCM im 
allgemeinen altersabh￿ngig und nicht selten unvollst￿ndig. Welche Umweltfaktoren oder 
welche genetischen Polymorphismen neben den hauptverantwortlichen Mutationen auf den 
Ph￿notyp einwirken, ist nicht bekannt. 
 
 
1.3  Genetische Ursachen der HCM - Mutationen in Genen sarkomerer Proteine 
 
Die erste genetische Ursache wurde 1990 im Gen f￿r die schwere Kette des β -Myosins auf 
Chromosom 14 identifiziert (Geisterfer-Lowrance et al., 1990). Nachgewiesen wurde diese 
Missense-Mutation durch eine Kombination aus Kopplungs- und Kandidatengenanalyse. Es 
handelte sich um einen Arginin-Glutamin-Austausch in Position 403 der globul￿ren Kopf-
dom￿ne des β -Myosins. Dieser Austausch liegt in einer Subregion, die bei der Kontraktion an 
der zyklisch reversiblen Interaktion mit Aktin (￿cross bridge cycling￿) beteiligt ist. Seit dieser 
Erstbeschreibung sind 12 weitere HCM-assoziierte Genloci auf 11 Chromosomen identifiziert 
worden (s. Tabelle 1). Zw￿lf der beteiligten Gene kodieren f￿r Proteine, die am Mechanismus 
oder an der Kontrolle der kardialen Myofilamente beteiligt sind. Das Gen f￿r die 
γ -Untereinheit der AMP-abh￿ngigen Proteinkinase (AMPK) auf Chromosom 7 ist zus￿tzlich 
mit Wolff-Parkinson-White Syndrom assoziiert. Dieses Protein ist an der Regulierung des 
ATP-Haushaltes beteiligt und sch￿tzt Zellen und Gewebe (u.a. das Myokard) vor 
Energieverlust (Blair et al., 2001). 
 
Bisher wurden ca. 150 auf HCM bezogene Mutationen beschrieben. Diese sind jedoch nicht 
gleichm￿￿ig auf die bekannten Gene verteilt. In den Genen f￿r die schwere Kette des 
β -Myosins, f￿r das kardiale Myosinbindungsprotein C und f￿r das kardiale Troponin T 
werden h￿ufig Ver￿nderungen beobachtet (s. Tabelle 1). Das Spektrum der Mutationen ist 
heterogen. Missense-Mutationen ￿berwiegen, aber Deletionen, Insertionen und Nonsense-
Mutationen wurden ebenfalls nachgewiesen. Zus￿tzlich wurden vor allem im Gen f￿r das   12
kardiale MyBP-C Mutationen identifiziert, die zu aberrantem Splei￿en der mRNA und zu 
einem vorzeitigen Kettenabbruch bei der Proteinsynthese f￿hren. 
 
Tab. 1: Gene, in denen HCM-assoziierte Mutationen nachgewiesen wurden. 
Gen Chromosom Protein  H￿ufigkeit  von 
Mutationen (%) 
Erstbeschreiber 
MYH7 14  schwere Kette des β -Myosins  35 Geisterfer-Lowrance 
et al., 1990 
MYH6 14  schwere Kette des α -Myosins  < 5  Niimura et al., 2002 
TNNT2  1  kardiales Troponin T  10-20  Thierfelder et al, 1994
TNNC1  3  kardiales Troponin C  < 5  Hoffmann et al., 2001 
TPM1 15  α -Tropomyosin  < 5  Thierfelder et al., 
1994 
MYBPC3 11  kardiales 
Myosinbindungsprotein C 
20-30 Watkins  et  al.,  1995 
Bonne et al., 1995 
MYL3 3  essentielle  ventrikul￿re  leichte 
Kette des Myosins 
< 5  Poetter et al., 1996 
MYL2 12  regulatorische  ventrikul￿re  leichte 
Kette des Myosins 
< 5  Poetter et al., 1996 
MYLK2  20  Kinase assoziiert mit den leichten 
Ketten des Myosins 
< 5  Davis et al., 2002 
TNNI3  19  kardiales Troponin I  < 5  Kimura et al., 1997 
ACTC 15  α -Aktin  < 5  Mogensen et al., 1999
TTN  2  Titin  < 5  Satoh et al., 1999 
PRKAG2  7  AMP-aktivierte Proteinkinase  < 5  Blair et al., 2001 
Gollob et al., 2001 
 
Trotz der bisher durchgef￿hrten HCM-Mutationsanalysen kommt es nicht selten vor, da￿ bei 
manchen Patienten in den bereits bekannten HCM-Kandidatengenen keine Mutationen 
gefunden werden. Dieser Befund l￿￿t vermuten, da￿ au￿er den Genen, die f￿r die sarkomeren 
Proteine kodieren, andere Gene eine Rolle spielen, deren Produkte nicht unmittelbar an der 
Kontraktion beteiligt sind. 
 
 
1.4  Funktionelle Konsequenzen und pathogene Mechanismen 
 
Die pathogenen Mechanismen der HCM sind bisher nicht vollst￿ndig verstanden. Mit 
Ausnahme der in j￿ngster Vergangenheit identifizierten AMP-abh￿ngigen Proteinkinase sind 
alle krankheitsrelevanten Proteine Bestandteile des Sarkomers (Abbildung 1). Im Sarkomer, 
dem Bereich zwischen zwei Z-Scheiben, bilden die dicken und die d￿nnen Filamente den 
eigentlichen kontraktilen Apparat. Die dicken Filamente werden u.a. durch die schwere Kette 
des Myosins, die essentiellen und regulatorischen leichten Ketten des Myosins sowie durch 
MyBP-C gebildet. Die d￿nnen Filamente setzen sich u.a. aus α -Tropomyosin, dem Troponin-  13
Komplex und Aktin zusammen. Titin bildet das 3. Filamentsystem und verbindet die dicken 


















Abbildung 1: HCM-assoziierte Genprodukte sind Bestandteile der dicken und dünnen Filamente 
des Sarkomers. Schematische Darstellung der Komponeneten eines Sarkomers. Die dicken und die 
d￿nnen Filamente sind zwischen zwei Z-Scheiben (Z) ausgespannt. M, M-Linie; LK, leichte Kette des 
Myosins. Die gestrichelten Linien markieren Titin-Molek￿le, die sich von der M-Linie zu den Z-
Scheiben erstrecken. 
 
Bei der Kontraktion gleiten die Myosine der dicken Filamente in einer Folge von Ca
2+ - und 
ATP-abh￿ngigen Assoziations-Dissoziationszyklen an den Aktinfilamenten entlang. Die 
globul￿ren Kopfdom￿nen der asymmetrisch konfigurierten, filament￿sen schweren Ketten 
bilden dabei den zentralen Motor der Kontraktion. Neben der Aktinbindungsstelle enthalten 
die Kopfdom￿nen die aktiven Zentren f￿r die ATP-Hydrolyse. Die an die schweren Ketten 
gebundenen leichten Myosine stabilisieren den ￿bergang vom Myosinkopf zum filament￿sen 
Myosinschwanz. MyBP-C beeinflu￿t sowohl die Funktion des Myosins als auch die Stabilit￿t 
der dicken Filamente (s. dazu auch Einleitung Kap. 2.3). 
 
Die genannten Proteine des Sarkomers bilden komplexe, multimere Strukturen, die sowohl 
untereinander in Wechselwirkung treten als auch von externen Komponenten gesteuert 
werden. F￿r die pathogenen Mechanismen, die auf dominante Ver￿nderungen in sarkomeren 
Proteinen zur￿ckzuf￿hren sind, werden zwei Wirkungsmechanismen diskutiert: 
1.  Ein ￿dominant-negativer￿ Effekt stellt sich ein, wenn ein Multiproteinkomplex neben 
den nativen auch mutierte, dysfunktionale Proteine enth￿lt. Die Anwesenheit der 
mutierten Proteine, die auch als ￿poison polypeptides￿ bezeichnet werden, kann 
Fehlfunktionen des gesamten Komplexes veranlassen. 
2.  Ein alternatives Konzept ist die Haploinsuffizienz, die mit einem Mangel an normal 
funktionierendem Protein assoziiert ist. Dieses Konzept bezieht sich auf Situationen,   14
bei denen mit einem Verlust des mutierten Proteins gerechnet werden kann oder mu￿, 
ohne dass das normale Allel vermehrt exprimiert w￿rde. Eine solche Konstellation 
k￿nnte sich einstellen, wenn die Mutation zu einer Behinderung der RNA- oder 
Proteinsynthese f￿hrt oder gegebenenfalls zu einem selektiven Abbau des 
dysfunktionalen Proteins. Dabei w￿rde das mutierte Gen die Funktion eines Null-
Allels haben. Die gest￿rte Gesamtaktivit￿t w￿re Folge eines Mangels an normalen 
Genprodukten. 
Bei der Mehrzahl der bisher identifizierten HCM-assoziierten Mutationen (Missense-
Mutationen) ist Haploinsuffizienz eher unwahrscheinlich. Vielmehr ist in diesen F￿llen eine 
dominant-negative Wirkung plausibel (Seidman und Seidman, 2001; Vosberg, 1998; Bonne et 
al., 1998). Tats￿chlich wurde beobachtet, dass mutierte Proteine in vivo in Skelettmuskel-
biopsien von Patienten mit der R403Q MYH7 Mutation (Cuda et al., 1997) und mit der 
D175N TPM1 Mutation (Bottinelli et al., 1998) anwesend sind. Ferner wurde in einer gro￿en 
Anzahl von in vitro, ex vivo und in vivo Studien an Modelltieren die ￿poison polypeptide￿ 
Hypothese best￿tigt (Seidman und Seidman, 2001; Bonne et al., 1998). Ein Haploinsuffizienz-
Mechanismus kann aber zumindest bei Mutationen, die zu einem vorzeitigen Kettenabbruch 
des Proteins f￿hren, nicht prinzipiell ausgeschlossen werden. Mischformen beider 
Mechanismen sind ebenfalls denkbar. Nach jetziger Kenntnis ￿berwiegen, zumindest f￿r die 
β -Myosin-Mutationen, die Argumente zugunsten einer dominant-negativen Wirkung. 
 
 
1.5  Entstehung des klinischen Phänotyps 
 
Seit der Identifizierung der ersten HCM-assoziierten Mutation im Gen f￿r die schwere Kette 
des β -Myosins sind viele Versuche durchgef￿hrt worden, um den Weg von den genetischen 
Ursachen ￿ber die Pathogenese zu den Symptomen aufzukl￿ren. Anhand verschiedener 
transgener Tiermodelle wurde gezeigt, dass der Ph￿notyp der HCM experimentell 
reproduzierbar ist (Geisterfer-Lowrance, 1996; Spindler et al., 1998; Fatkin et al., 1999; Yang 
et al., 1998, 1999; Seidman und Seidman, 2001). In solchen Versuchen wurden typische 
Eigenschaften der menschlichen Krankheit beobachtet. Das gilt f￿r die myokardiale 
Hypertrophie, f￿r das histopathologische ￿disarray￿ mit vermehrter interstitieller Fibrosierung 
und f￿r die ver￿nderte kardiale Physiologie. Eine Reihe von biochemischen und 
physiologischen Experimenten an transfizierten Zellen mit mutierten Proteinen st￿tzt 
au￿erdem die Vorstellung, dass der Querbr￿ckenzyklus selbst gest￿rt ist (Sweeney et al.,   15
1994; Lin et al., 1996). Ob die Symptome unmittelbar auf die gest￿rten Kontraktionsprozesse 
zur￿ckzuf￿hren sind, ist eine offene Frage (Vosberg, 1998). 
 
Bei der Entstehung des klinischen Ph￿notyps ist zwischen den prim￿ren Dysfunktionen (Art 
und Umfang des gest￿rten Kontraktionsprozesses, aberrante Filamentstrukturen) und 
sekund￿ren funktionellen und morphologischen Änderungen des Myokards zu unterscheiden. 
Ungekl￿rt sind bisher die Ursachen f￿r die lange Latenz der Krankheit, f￿r die diskrete, nicht-
homogene Verteilung der Hypertrophie-Zone im Herzen, f￿r die Heterogenit￿t der Effekte bei 
verschiedenen Tr￿gern derselben Mutation, f￿r die molekularen Mechanismen, die vom 
Prim￿rdefekt (Kontraktionsst￿rung) zu den klinisch auff￿lligen Zeichen der Krankheit f￿hren, 




2  Myosinbindungsprotein C (MyBP-C) 
 
 
2.1  Strukturelle Eigenschaften des MyBP-C 
 
MyBP-C ist bereits seit den 70er Jahren als Muskelprotein bekannt (Starr und Offer, 1971; 
Offer et al., 1973). Es ist eine Proteinkomponente, die in allen quergestreiften Muskeln 
vorkommt (Weber et al., 1993). Insgesamt wurden drei Isoformen identifiziert, die Mitglieder 
einer Genfamilie sind. Die langsame skeletale, die schnelle skeletale und die kardiale Isoform 
(Yamamoto und Moss, 1983) sind nicht die Produkte alternativen Splei￿ens, sondern werden 
von drei verschiedenen Genen auf verschiedenen Chromosomen (Chromosom 12, 19 und 11) 
kodiert. 
 
MyBP-C teilt die modulare Architektur der Immunglobulin-Superfamilie und besteht aus 
einer Abfolge von Immunglobulin C2-￿hnlichen und Fibronektin Typ 3-￿hnlichen Dom￿nen 
(Einheber und Fischman, 1990; F￿rst et al., 1992; Weber et al., 1993; Gautel et al., 1995; 
Yasuda et al., 1995) (Abbildung 2A). Die kardiale Isoform zeichnet sich durch 3 spezifische 
Regionen aus, die nicht in den skeletalen Myosinbindungsproteinen vorkommen: 
1.  Das kardiale MyBP-C besitzt eine zus￿tzliche N-terminale IgC2-Dom￿ne C0. 
2.  Zwischen den Dom￿nen C1 und C2 befindet sich eine Region, die in der Literatur als 
￿MyBP-C motif￿ bezeichnet wird (Gr￿n und Gautel, 1999). Dieser Bereich enth￿lt   16
neun zus￿tzliche, isoform-spezifische Aminos￿uren, die als Phosphorylierungsstellen 
f￿r zwei Proteinkinasen dienen, f￿r die Proteinkinase A (Jaecock und England, 1980; 
Gautel et al., 1995) und f￿r die MyBP-C-assoziierte Ca
2+ /Calmodulin-abh￿ngige 
Proteinkinase (Hartzell und Glass, 1984; Schlender und Bean, 1991). 
3. Die Dom￿ne C5 zeigt als einzelne Dom￿ne eine hohe Sequenz-Divergenz im 
Vergleich mit den skeletalen Isoformen. Sie enth￿lt 28 zus￿tzliche Aminos￿uren, die 
eine f￿r IgC2-Dom￿nen untypische Schleife bilden. In neuesten Experimenten wurde 
gezeigt, da￿ diese prolin-reiche Region multiple Konformationen annehmen kann und 
dadurch benachbarte Regionen in ihrer Faltung beeinflu￿t (Idowu et al., 2002). Diese 
Region k￿nnte f￿r die Bindung einer herz-spezifischen MyBP-C-assoziierten Kinase 
zust￿ndig sein (Hartzell und Glass, 1984; Schlender und Bean, 1991; Gautel et al., 
1995). 
Das kardiale MyBP-C wird im Menschen ausschlie￿lich im Herzen exprimiert und erscheint 
gemeinsam mit der schweren Kette des β -Myosins und mit Titin ontogenetisch bereits zu 













dickes Filament d￿nnes Filament Titin
 
Abbildung 2: Kardiales MyBP-C - modularer Aufbau und Lokalisierung im Sarkomer.  
A) Proteinstruktur des kardialen MyBP-C. Das Protein besteht aus Immunglobulin-   und 
Fibronektindom￿nen       . Das ￿MyBP-C motif￿ und die C-terminalen Bindungsstellen f￿r Myosin und 
Titin sind unterstrichen. B) MyBP-C (gr￿ne Markierung) befindet sich in den C-Zonen der A-Bande 
innerhalb des Sarkomers. Z, Z-Scheibe; M, M-Linie; C, C-Zone. 
 
MyBP-C ist Teil der dicken Filamente und befindet sich innerhalb des Sarkomers in der C-
Zone der A-Bande (Abbildung 2B). Die Proteine formieren in dieser Region, in der die 
Querbr￿ckenbildung stattfindet, 7-9 transversale Streifen, die jeweils 43 nm voneinander 
entfernt sind (Pepe und Drucker, 1975; Craig und Offer, 1976, Dennis et al., 1984). Die 
St￿chiometrie von MyBP-C und Myosin ist nicht genau bekannt, wahrscheinlich entfallen in   17
jeder C-Zone auf 3 Myosin-Molek￿le ein MyBP-C (Winegrad, 2000). Die sarkomeren 
Bindungspartner des MyBP-C sind Myosin (das S2-Subfragment und der leichte 
Meromyosin-Anteil des Myosins) (Starr und Offer, 1971; Moos et al., 1975; Winegrad 2000), 
Titin (F￿rst et al., 1992; Freiburg und Gautel, 1996) und Aktin (Moos et al., 1978; Yamamoto 
und Moos, 1983). Die letzten 102 Aminos￿urereste der IgC2-￿hnlichen Dom￿ne C10 
markieren die Hauptbindungsstelle f￿r Myosin sowohl bei der schnellen skeletalen Isoform 
als auch bei dem kardialen Muskelprotein ( Starr und Offer, 1978; Okagaki et al., 1993; 
Alyonycheva et al., 1997; Gilbert et al., 1996). Die Dom￿ne C10 ist alleine f￿r eine maximale 
Bindung des Myosins nicht ausreichend. Dazu werden zus￿tzlich die Dom￿nen C7-C9 
ben￿tigt (Gilbert et al., 1996). Weitere Myosinbindungsstellen befinden sich bei dem 
humanen kardialen Protein im ￿MyBP-C motif￿ zwischen C1 und C2 (Gr￿n und Gautel, 
1999) und m￿glicherweise auch in der N-terminalen Dom￿ne C0 (Flavigny et al., 1999). Titin 
bindet in der Dom￿nen-Region C8-C10 (F￿rst et al., 1992; Freiburg und Gautel et al., 1996; 
Labeit und Kolmerer, 1995). Die Bindungsstelle f￿r Aktin wurde nicht n￿her lokalisiert. 
 
 
2.2  Genomische Organisation des humanen kardialen MYBPC3 
 
Der Genlocus MYBPC3 befindet sich auf Chromosom 11p11.2 (Gautel et al., 1995). Es 
umfa￿t eine genomische Sequenz von mehr als 20.000 Bp. Das Gen hat 35 Exons, von denen 
34 kodieren (Carrier et al., 1997; Niimura et al., 1998). Das MyBP-C Transkript ist ca. 4,5 kb 
gro￿ und kodiert f￿r ein Protein, das aus 1.273 Aminos￿ureresten besteht. Das 
Molekulargewicht betr￿gt 137 kD (Gautel et al., 1995; Carrier et al., 1997). Bei der Analyse 
der genomischen Organisation und der entsprechenden Proteinstruktur wurde eine 
bemerkenswerte ￿bereinstimmung zwischen den Grenzen von Exons und Proteindom￿nen 
festgestellt (Carrier et al., 1997). Eine derartige ￿bereinstimmung wurde auch bei Titin 
beobachtet (Kolmerer et al., 1996). 
 
 
2.3  Funktionen des Myosinbindungsprotein C 
 
Die Funktion des MyBP-C ist noch nicht vollst￿ndig gekl￿rt. Es gibt experimentelle Hinweise 
daf￿r, dass das Protein sowohl an strukturellen als auch an regulatorischen Prozessen des 
skeletalen bzw. kardialen kontraktilen Systems beteiligt ist (Winegrad, 2000). 
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Das ontogenetisch fr￿he Erscheinen des MyBP-C w￿hrend der Bildung der dicken Filamente 
weist auf eine essentielle Funktion bei der Regulation der Myosinfilamententwicklung hin 
(Obinata et al., 1984; B￿hler et al., 1985; Lin et al., 1994; Koshida et al., 1995). Fr￿he 
biochemische Versuche mit der skeletalen Isoform zeigten, dass MyBP-C die Entstehung der 
Myosine modifiziert (Offer et al., 1973) und die dicken Filamente stabilisiert (Moos et al., 
1978). Skeletale Myosine, die in COS-1 Zellen exprimiert wurden, waren zwar in der Lage in 
Abwesenheit von MyBP-C dicke Filamente zu bilden, jedoch f￿hrte eine Coexpression mit 
MyBP-C zu einer Modifikation ihrer Dimension. Die dicken Filamente wurden verl￿ngert und 
erreichten ein h￿heres Ma￿ an Kompaktheit (Seiler et al., 1996). Die Interaktionen, die das 
MyBP-C mit Myosin und Titin eingeht, sprechen ebenfalls f￿r eine Beteiligung an der 
Morphogenese und an der Stabilisierung der Myosinfilamente (Gilbert et al., 1996; Seiler et 
al., 1996; Winegrad, 2001; Sebillon et al., 2001). 
 
Die Entdeckung, dass die kardiale Isoform unter adrenerger Stimulierung durch zwei 
Proteinkinasen phosphoryliert wird, deutete auf eine Beteiligung des MyBP-C an der 
Regulation der kardialen Kontraktilit￿t hin (Jaecock und England, 1980; Hartzell und Glass, 
1984; Schlender und Bean, 1991; Gautel et al., 1995). 
 
Im Rahmen von ultrastrukturellen Untersuchungen an isolierten, kardialen dicken Filamenten 
wurde durch die Phosphorylierung des MyBP-C eine Vergr￿￿erung des Abstandes zwischen 
den dicken und d￿nnen Filamenten sowie eine erh￿hte Ordnung und/oder eine ver￿nderte 
Orientierung der Myosink￿pfe beobachtet (Weisberg und Winegrad, 1996, 1998). 
Bindungsstudien zeigten, dass eine direkte Interaktion zwischen dem S2-Subfragment des 
Myosins und dem ￿MyBP-C motif￿ besteht. Die Wechselwirkung zwischen diesen Proteinen 
bzw. Fragmenten wird durch die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung dieses Motivs 
reguliert (Gr￿n und Gautel 1999; Gr￿n et al., 1999). Dar￿ber hinaus scheint die kontrollierte 
Interaktion mit der ￿Scharnier￿ Region des Myosins (hinge region) im S2-Bereich das 
kontraktile Verhalten der Muskelfasern zu beeinflussen (Kunst et al., 2000). Auf der Basis 
dieser Wechselwirkungen ist eine Regulation der Kontraktion vorstellbar, bei der die Kinetik 
der Myosin-Aktin Interaktion und die Krafterzeugung moduliert werden (Winegrad, 2000). 
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2.4  Nonsense-Mutationen im kardialen MyBP-C und hypertrophe Kardiomyopathie 
 
Es wird vermutet, dass Mutationen, die einen vorzeitigen Kettenabbruch bei der 
Proteinsynthese zur Folge haben, in der Mehrzahl der F￿lle zu Haploinsuffizienz f￿hren 
(Mendell und Dietz, 2001). Der klinische Ph￿notyp HCM-assoziierter Nonsense-Mutationen 
im kardialen MyBP-C und die Ergebnisse aus zwei Untersuchungen an humanem 
myokardialen Biopsiegewebe lassen Haploinsuffizienz plausibel erscheinen. In beiden F￿llen 
wurde ein C-terminal verk￿rztes MyBP-C im Patienten-Herzgewebe nicht nachgewiesen, 
obwohl mRNA identifiziert wurde, die f￿r die Synthese von vollst￿ndig langem MyBP-C 
ungeeignet schien (Rottbauer et al., 1997; Moolman et al., 2000). 
 
In transgenen M￿usen wurden mit Kettenabbruchsgenen unterschiedliche Resultate erzielt. 
Zun￿chst wurde berichtet, da￿ ein C-terminal verk￿rztes MyBP-C Transgen in M￿usen stabil 
exprimiert wird. Dabei f￿hrte die Synthese des mutierten Proteins bei gleichbleibender 
absoluter MyBP-C Menge zu einer erniedrigten Menge an endogenem WT MyBP-C. Das um 
die C-terminalen Bindungsstellen f￿r Titin und Myosin verk￿rzte Protein wurde jedoch nicht 
in Sarkomere inkorporiert. Die endogene Sarkomerstruktur schien intakt (Yang et al., 1998). 
In einem Folgeprojekt erhielten die M￿use ein MyBP-C Transgen, dem nur die Myosin-
Bindungsstelle fehlte. In dieser Studie wurde das verk￿rzte Protein nur in sehr geringen 
Mengen nachgewiesen. Allerdings wurde eine Inkorporation in Sarkomere beobachtet, und 
zwar mit der Folge von strukturellen und funktionellen Ver￿nderungen (Yang et al., 1999). In 
beiden transgenen Tiermodellen wurde ein milder HCM-Ph￿notyp festgestellt. Nach 
Auffassung der Autoren waren in der ersten Studie die pathologischen Konsequenzen weder 
mit Haploinsuffizienz noch mit einem dominant-negativen Effekt zu erkl￿ren. Die Ergebnisse 
der zweiten Studie sprachen f￿r den letzteren Mechanismus. In einem k￿rzlich 
ver￿ffentlichten Bericht ￿ber ein MyBP-C ￿knock-out￿ Tiermodell zeigten heterozygote 
M￿use mit einem MyBP-C Null-Allel bei reduzierter mRNA-Menge eine unver￿nderte, mit 
dem WT vergleichbare ￿steady state￿ Expression des MyBP-C (Harris et al., 2002). 
Kompensierende posttranskriptionelle Mechanismen wurden f￿r dieses Ergebnis 
verantwortlich gemacht. 
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2.5 Fragestellung 
 
Ausgangspunkt f￿r die vorliegende Studie waren Resultate, die bei einer HCM-
Familienanalyse erhalten wurden (Moolman et al., 2000). Bei Patienten wurde in dieser 
Familie eine Mutation im kardialen MyBP-C Gen identifiziert. Durch die Insertion eines 
Guanins in Exon 25 entstand, aufgrund der ver￿nderten genomischen Sequenz, eine 
kryptische 5· Splei￿-Donor-Stelle. Infolge des aberranten Splei￿-Prozesses wurden 40 Bp am 
3· Ende von Exon 25 deletiert. Eine damit verbundene Leserahmenverschiebung f￿hrte in 
Exon 26 zu einem vorzeitigen Stop-Codon. Als Folge der vorzeitigen Translationstermination 
wurde die Synthese eines um 40 kD verk￿rzten MyBP-C Proteins erwartet, dem die 
C-terminalen Titin- und Myosinbindungsstellen fehlen. Ein solches Protein wurde im 
Herzgewebe eines betroffenen Gentr￿gers nicht gesehen. Dabei wurde als Nachweisgrenze f￿r 
das ￿ eigentlich erwartete ￿ verk￿rzte Protein ~ 0,1% des normalen Proteins bestimmt (Prof. 
Gautel, pers￿nliche Mitteilung). Das hei￿t, der relative Anteil des mutierten MyBP-C wurde 
auf weniger als den tausendsten Teil der Wildtyp-Form gesch￿tzt. 
 
Aus diesem Befund ergab sich als Frage, ob der pathogene Mechanismus in dieser Familie 
tats￿chlich auf einen dominant-negativen Effekt von sehr wenigen ver￿nderten Molek￿len 
zur￿ckzuf￿hren war. Hierf￿r wurden an transient transfizierten neonatalen Kardiozyten aus 
Ratte Expressionsstudien mit mutierter MyBP-C cDNA vorgenommen, um m￿gliche 
Ver￿nderungen der Sarkomerstruktur feststellen zu k￿nnen. 
 
Zus￿tzlich wurde die Frage untersucht, ob ein Mechanismus existiert, der die Bildung des 
verk￿rzten MyBP-C bereits auf mRNA-Ebene verhindert. Ein solcher Mechanismus wird seit 
l￿ngerem diskutiert und in der Literatur als ￿nonsense mediated decay (NMD)/mRNA 
surveillance￿ beschrieben (Culbertson, 1999). In diesem Zusammenhang sollte mit Hilfe einer 
semiquantitativen RT-PCR Analyse die relative Menge an mutierter mRNA in der 
Myektomiegewebeprobe eines Patienten bestimmt werden. 
 
Es bestanden au￿erdem Hinweise darauf, dass neben dem klassischen, intron-abh￿ngigen 
NMD auch solche Mechanismen beteiligt sind, die Nonsense-mRNAs anhand von Elementen 
erkennen, die sich in der bereits reifen mRNA im Bereich 3· des vorzeitigen Stop-Codons 
befinden (Hilleren und Parker, 1998). Zur Pr￿fung dieser Frage galt es die Expression der 
mutierten Patienten-mRNA/cDNA mit der MyBP-C WT mRNA/cDNA und einer weiteren 
mutierten MyBP-C mRNA/cDNA zu vergleichen, die ￿ anders als im Patienten ￿ bereits mit   21
dem vorzeitigen Stop-Codon endet. Gegebenenfalls sollten regulatorisch relevante 
Sequenzbereiche weiter eingegrenzt werden.   22








Alle verwendeten Bakterienst￿mme sind Derivate des Escherichia coli Stammes K12. 
SURE (e14
-(McrA
-), ∆(mcrCB-hsdSMR-mrr)171, sbcC, recB, recJ, umuC::Tn5(Kan
R), uvrC, 
supE44,  lac,  gyrA96,  relA1,  thi-1,  endA1, [F·proAB,  lacI
qZ  ∆M15]) (Greener, 1990; 
Stratagene) 
Top10 F
-(mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC)Φ80, ∆lacZ, ∆M15, ∆lacX74, deoR, recAI, araD139, 
∆(ara,leu)7679, galU, galKλ-, rpsl(Str
r), endAI, nupG (Invitrogen) 
GM48 F
-  thr, leu, thi, lacY, galK, galT, ara, fhuA, tsx, dam, dcm, genV44 (Maurizi et al., 
1985) 
SCS110  rpsL(Str
r),  thr,  leu,  endA,  thi-1,  lacY,  galK,  galT,  ara,  tonA,  tsx,  dam,  dcm, 
supEE44∆, (lac-proAB), [F·traD36 proABlac





Bei den Versuchstieren handelte es sich um ein bis drei Tage alte neonatale Wistar-Ratten aus 




1.3  Primäre Zellen und Zellinien 
 
1.3.1  Neonatale Kardiozyten aus Ratten 
 
Neonatale Kardiozyten aus den Herzen von ein bis drei Tage alten Ratten stellen prim￿re 
Zellen dar, die f￿r jedes Experiment isoliert wurden. Neonatale wie auch adulte Kardiozyten 
zeichnen sich durch eine unabh￿ngige pulsatorische Aktivit￿t in Form spontaner rhythmischer 
Kontraktionen au￿erhalb des Gewebeverbandes aus. Eine isolierte Herzzelle agiert somit als 
elementare, strukturelle und funktionelle Einheit des Herzmuskels (Morwinski, 1986). Die   23
Isolierung von Kardiozyten aus dem Herzgewebe erfolgt durch die Wirkung proteolytischer 
Enzyme, insbesondere durch Kollagenase (Harary und Farley, 1963). Die Isolierung 
neonataler Kardiozyten ist im Vergleich zur Isolierung adulter Kardiozyten weniger 
aufwendig. Es bedarf keiner Perfusion des Herzgewebes, da es gen￿gt das geringe 
Gewebematerial vor der Kollagenase-Behandlung mechanisch zu zerkleinern. Die isolierten 
Kulturen sind ￿berwiegend frei von anderen im Myokard anwesenden Zellen. Zum Anheften 
an die Kulturschalen ben￿tigen die Zellen eine extrazellul￿re Matrix, wie Laminin oder 
Fibronektin. Myokardiale Zellen k￿nnen als prim￿re Kultur in serumhaltigem Medium ￿ber 
einige Wochen physiologisch aktiv sein (Morwinski, 1986). Herzmuskelzellen sind 
postmitotisch und eine permanente Zellinie existiert nicht. Bez￿glich der Aufnahme von 
Plasmid-DNA in die Zellen sind neonatale Kardiozyten zwar nicht sehr effizient, aber 
effektiver zu transfizieren als adulte Kardiozyten. Adenovirale Vektoren, die eine deutlich 
bessere Transfektionseffizienz garantieren, standen nicht zur Verf￿gung. 
 
1.3.2 COS-1  Zellinie 
 
COS-Zellen werden h￿ufig als Expressionssystem f￿r die Produktion rekombinanter Proteine 
verwendet. Es handelt sich hierbei um eine von CV-1 Zellen (Fibroblasten aus Affennieren) 
abgeleitete Zellinie. Zur Herstellung der COS-Zellen wurden CV-1 Zellen mit einem defekten 
SV40 Virus transformiert, dessen Genom zwar das T-Antigen, aber keine Startsequenz f￿r die 
Replikation (origin of replication, ori) (Gluzman, 1981) aufweist. Verschiedene Zellinien, u.a. 
COS-1, -2, -3 und -7 wurden anschlie￿end isoliert, die das T-Antigen des SV40 Virus 
genomisch integriert enthalten und exprimieren. Die Zellinie COS-1 enth￿lt eine Kopie der 
fr￿h transkribierten Region der SV40 DNA. Das darin enthaltene T-Antigen erlaubt es, 
Plasmide, die den SV40 spezifischen Replikationsursprung besitzen, in COS-1 Zellen zu 
replizieren und damit hohe Kopienzahlen (10
4-10
5 Plasmide/Zelle) zu erreichen. COS-1 
Zellen sind zudem leicht zu kultivieren und zu transfizieren. Bereits 24 h nach einer 
Transfektion sind rekombinante Proteine in hoher Ausbeute in den Zellen vorhanden. 
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1.4 Plasmide 
 
Alle Plasmide, die nicht mit einer separaten Referenz versehen sind, wurden im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit hergestellt bzw. verwendet. Die Klonierung von DNA erfolgte mit Hilfe 
der Vektoren pBluescript II SK(+/− ), pCR
 -BluntII-TOPO und pET-6H. 
 
pBluescript II SK(+/− ) (Stratagene): 
Klonierungsvektor, der u.a. die ￿Blau/Wei￿-Selektion￿ rekombinanter Plasmide erlaubt sowie 




 -BluntII-TOPO (Invitrogen): 
Dient der schnellen, ligase-unabh￿ngigen Klonierung von PCR-Produkten mit glatten Enden. 
Der Vektor liegt linearisiert, mit kovalent gebundener Vaccinia Virus DNA Topoisomerase I 
an den 3·Enden beider DNA-Str￿nge vor (￿TOPO
 -activated￿ Vektor). 
 
pET-6H (freundlichst zur Verf￿gung gestellt von Prof. Gautel, London): 
Modifizierter pET-Vektor, der stromaufw￿rts von der Klonierungsbox mit multiplen 
Restriktionsschnittstellen 6 Histidin-Codons enth￿lt. In diesem Vektor befanden sich die hier 
verwendeten MyBP-C cDNA Fragmente (C0C1, C1C2, C2C5, C5C8 und C8C10). pET-
Vektoren werden f￿r die Klonierung und Expression in E. coli verwendet. In diesem 
Expressionssystem, entwickelt von Studier und Moffat (1986), werden klonierte Gene unter 
der transkriptionellen Kontrolle des Bakteriophagen T7 Promotors exprimiert. Dabei erfolgt 
die Expression des klonierten Gens nur, wenn die Expression einer chromosomalen Kopie der 
T7 RNA Polymerase (unter der lacUV5 Kontrolle) durch die Zugabe von IPTG induziert 
wird. Die exprimierten MyBP-C Proteinfragmente dienten urspr￿nglich der Herstellung 
polyklonaler MyBP-C Antik￿rper (z.B. Antik￿rper R76). 
 
pCIneo (Promega): 
Expressionsvektor zur konstitutiven Expression klonierter DNA in S￿ugerzellen unter der 
transkriptionellen Kontrolle der humanen CMV Enhancer/Promotor Region. Der Vektor 
eignet sich sowohl f￿r eine transiente als auch f￿r eine stabile Expression, da das Plasmid das 
Neomycin-Phosphotransferase-Gen enth￿lt. Stabil transfizierte Zellen werden unter selektiven 
Bedingungen in Anwesenheit des Antibiotikums G-418 kultiviert. F￿r die in vitro   25
Transkription bzw. Translation steht in diesem Vektor die T7-Promotor Sequenz zur 
Verf￿gung. Im 3· flankierenden Bereich der Klonierungsbox des Vektors befindet sich ein 
Fragment des SV40 Virus mit Signalsequenzen f￿r Transkriptionstermination und 
Polyadenylierung. Zus￿tzlich verf￿gt der Vektor ￿ber die Startsequenz zur Replikation des 
SV40 Virus T-Antigens (ori). Diese Sequenz garantiert die extrachromosomale Replikation 
von Plasmid-DNA in COS-Zellen. 
 
pSV-β-Galaktosidase (Promega): 
Dient als Kontroll-Vektor zur ￿berpr￿fung der Transfektionseffizienz in S￿ugetierzellen. Das 
bakterielle Reportergen lacZ,  das f￿r das Enzym β -Galaktosidase kodiert, steht unter der 
Kontrolle des fr￿hen SV40 Promotors und Enhancers. Die Expression des Reporterenzyms 
kann schnell und direkt in fixierten transfizierten Zellen durch in situ F￿rbung mit X-Gal als 
Substrat der β -Galaktosidase nachgewiesen werden. 
 
 
1.5  MyBP-C cDNA und genomische Sequenz 
 
Accession Nr.: X84075 (GenBank; Gautel et al., 1995) 





Oligonukleotide wurden in PCR- bzw. RT-PCR-Reaktionen und f￿r Sequenzierungen 
verwendet. Zum Klonieren wurden komplement￿re, einzelstr￿ngige Oligonukleotide 
hybridisiert. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG und Sigma 
ARK gebrauchsfertig geliefert und sind im Anhang aufgef￿hrt. 
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Invitrogen: Alkalische Phosphatase (CIAP), Lipofektin, T4-DNA Ligase 
 
NEB: Restriktionsendonukleasen, T4-DNA Ligase 
 
Roth: Acrylamid, Agar-Agar, Agarose, Ammoniumpersulfat (APS), β-Mercaptoethanol, Bis-
acrylamid, 5-Bromo-4-chloro-3-inolyl-β-D-galaktopyranosid (X-Gal), Chloroform, Di-
thiothreitol, Hefe-Extrakt, Isoamylalkohol, Isopropanol, Isopropyl-β-D-thiogalaktosid (IPTG), 
Phenol, NNN·-Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tritonﬁ X-100, Trypton 
 
Promega: Desoxyribonukleotide, DNaseI, RNasin, T7-DNA Polymerase, T7-RNA 
Polymerase 
 
SERVA: Ampicillin, Kanamycin, 3-N(Morpholino)propansulfons￿ure (MOPS) 
 
Schleicher und Schuell: Filterpapier GB002, Nitrozellulose-Filter Protran 0,45 µ m 
 
CC Pro: Fibronektin 
 
Sigma: Polyethylenimin (PEI), Rinderserumalbumin (BSA), Phenylmethylsulfonylfluorid 
(PMSF) 
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1.8  Puffer und Lösungen 
 
1.8.1 Puffer  f￿r  Zellkultur 
 
1x PBS zum Waschen der Zellen: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM 
KH2PO4, pH 7,3 
 
ADS-Puffer: 0,11 M NaCl; 5 mM KCl; 5 mM Dextrose; 0,8 mM MgSO4; 12,5 mM NaH2PO4, 
20mM HEPES, pH 7,3 
 
1.8.2  Puffer und L￿sungen f￿r Immunzytochemie 
 
10x PBS: 1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 14,7 mM KH2PO4; 125 mM Na2HPO4. Die 
gebrauchsfertige L￿sung wurde auf pH 7,4 eingestellt. 
 
4% PFA: 40 g Paraformaldehyd (Merck), 3 Pl￿tzchen Natriumhydroxid (Merck), 1 l 1x PBS, 
Einstellung des pH mit 1 N HCl auf pH 7,4. 
 
Inkubationspuffer: 0,05% BSA und 0,005% Triton-X in PBS, pH 7,4 
 
Mowiol: Das schwer l￿sliche Mowiol (Hoechst) wurde bis zu 16 h in PBS ger￿hrt. 
Anschlie￿end wurde es bei 12.000 rpm abzentrifugiert und der ￿berstand im K￿hlschrank bei 
8￿C gelagert. 
 
1.8.3  Puffer f￿r molekularbiologische Standardmethoden 
 
Minilyse:  Resuspensionspuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 ￿g/ml 
RNase A 
Lysepuffer:    200 mM NaOH; 1% SDS 
Neutralisationspuffer:  3 M Kaliumacetat, pH 5,5 
 
Semidry Blotting Puffer:  Puffer 1   300 mM Tris-HCl, pH 10,4 
Puffer 2   25 mM Tris-HCl, pH 10,4 
Puffer 3   40 mM Norleucin; 25 mM Tris-HCl, pH 9,4   28
1x PBS-T f￿r Western Blot:  80 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 100 mM NaCl, 0,1% 
Tween 20; pH 7,5 
 
10x MOPS-Puffer:  0,2 M 3-[N-Morpholino]propansulfons￿ure (MOPS); 50 mM 
Natriumacetat; 10 mM EDTA, pH 7,0 
 
1x MOPS-Laufpuffer: 10% 10x MOPS; 2% Formaldehyd (37%) 
 
 
1.9  Nährmedien für Bakterien 
 
LB-Medium:    0,5% NaCl, 0,5% Hefe-Extrakt, 1% Trypton  
LB-Amp.-Medium:  80 ￿g Ampicillin pro ml LB-Medium 
LB-Kan.-Medium:  50 ￿g Kanamycin pro ml LB-Medium 
Agar-Platten:    18 mg pro ml Medium 
SOC-Medium:  2% Trypton; 0,5% Hefe-Extrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 10 mM 
MgCl2; 10 mM MgSO4; 20 mM Glucose 
 
 
1.10  Nährmedien und Lösungen für Zellkultur  
 
Wachstumsmedium COS-1 Zellen: 10% F￿tales K￿lberserum (FKS, Invitrogen); 1% 
L-Glutamin (2 mM, Invitrogen); 1% Natriumpyruvat (1 mM, Invitrogen); 1% 
Penicillin/Streptomycin (Invitrogen); 87% Dulbecco·s Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l 
Glucose (CC Pro) 
 
Trypsin-EDTA-L￿sung: 0,5 g/l Trypsin; 0,5 mM EDTA, pH 7,3; 15 mM NaCl (Invitrogen) 
 
Wachstumsmedium neonatale Kardiozyten (5 % FKS-Medium): 5% FKS; 1% L-Glutamin; 
1% Penicillin/Streptomycin; 93% Medium 199 mit Earle·s Salzen mit 25 mM HEPES ohne 
Phenolrot 
 
Pr￿plattierungsmedium neonatale Kardiozyten (1 % NKS-Medium): 1% Neonatales K￿lber-
serum (NKS); 1% L-Glutamin; 1% Penicillin/Streptomycin; 97% Medium 199 mit Earle·s 
Salzen mit 25 mM HEPES ohne Phenolrot   29
Transfektionsmedium neonatale Kardiozyten: 1% Transferrin (10 mg/ml), 5% Aminos￿ure-
supplement, 1% L-Glutamin, 0,2% BSA (w/v), 1% Insulin (25 mg/ml), 92% Medium 199 mit 
Earle·s Salzen mit 25 mM HEPES ohne Phenolrot 
Aminos￿uresupplement (zur Verf￿gung gestellt von Dr. T. Kubin, Bad Nauheim) 
 
 
1.11  Objektträger für die Zellkultur 
 
Es wurden spezielle Objekttr￿ger (Nunc), sog. ￿Lab Tek
  2-well chamber slides￿ verwendet, 
die aus einem Objekttr￿ger mit abnehmbaren Kammerw￿nden (aus Plexiglas) bestehen 
(4,2 cm
2/Well). Mit diesen ￿Kulturobjekttr￿gern￿ ist es m￿glich, die Zellen direkt auf dem 






1.12.1 Antik￿rper  Western Blot 
 
Tab. 2: Prim￿re Antik￿rper 
Name Klon  Wirt  Konz.  Firma 





freundlichst ￿berlassen von Prof.  
Gautel, London 
c-myc 9E10,  IgG  Maus  1:250  Roche 
Aktin  JLA20,  IgM Maus 1:8.000  Oncogene 
 
Tab. 3: Sekund￿re Antik￿rper 
Name Wirt  Konz.  Firma 
Horseraddish-Peroxidase-gekoppelte 
anti-Kaninchen IgG 














Bei den Prim￿rantik￿rpern handelte es sich mit Ausnahme des polyklonalen MyBP-C 
Antik￿rpers R76 um monoklonale Antik￿rper. Als Sekund￿rantik￿rper wurden die 
entsprechenden peroxidase-gekoppelten Antik￿rper verwendet. 
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1.12.2 Antik￿rper Immunzytochemie 
 
Tab. 4: Prim￿re Antik￿rper 
Name Klon  Wirt  Konz.  Firma 
c-myc 9E10,  monoklonal  Maus  1:100  Roche 
Titin anti-z1z2, 
polyklonal 
Kaninchen  1:50  freundlichst zur Verf￿gung 
gestellt von Frau Prof. 
Schaper, Bad Nauheim 
MyBP-C R76,  anti-C0C1, 
polyklonal 
Kaninchen  1:100  freundlichst ￿berlassen von 
Prof. Gautel, London 
 
Monoklonale Antik￿rper zeichnen sich durch ihre hohe Spezifit￿t aus, da sie nur gegen eine 
Determinante des Antigens gerichtet sind. Polyklonale Antik￿rper hingegen erkennen 
unterschiedliche Determinanten und bewirken so eine Steigerung der Reaktivit￿t. 
 
Tab. 5: Sekund￿re Antik￿rper 
Name   Wirt  Konz.  Firma 
Biotin-SP-conjugated  
donkey anti-rabbit IgG 
Esel 1:100  Jackson  ImmunoResearch 
Biotin-SP-conjugated donkey 
anti-mouse IgG 
Esel 1:100  Jackson  ImmunoResearch 
Rhodamine-conjugated 
AffiniPure donkey anti-rabbit 
IgG  
Esel 1:100  Chemicon 
 
Die biotinylierten Sekund￿rantik￿rper wurden in der indirekten ￿Avidin-Biotin￿ Methode 
eingesetzt, w￿hrend der Sekund￿rantik￿rper mit einem konjugierten roten Farbstoff 
(Rhodamin) in der indirekten Immunfluoreszenz-Methode angewendet wurde. 
 
Tab. 6: Detektionssystem 
Name Konz. Firma 
Cy-2 gekoppeltes Streptavidin  1:100  Biotrend 
Cy-3 gekoppeltes Streptavidin  1:100  Biotrend 
 
Bei Cy-2 und Cy-3 handelt es sich um gr￿n bzw. rot fluoreszierende Carbocyanine. Beide 
Fluorochrome sind sehr leuchtintensiv und au￿erdem sehr stabil. Die Konjugation von Cy-2 
bzw. Cy-3 an Streptavidin, das eine hohe Affinit￿t zum Biotin des Sekund￿rantik￿rpers 
besitzt, f￿hrt zu einer intensiven Verst￿rkung des Signals, da mehrere Cy-2 bzw. Cy-3 
Streptavidinkomplexe an Biotin binden k￿nnen. 
 
Kernf￿rbung:  Toto-3· (Mobitech)    1:10.000,  10 min RT 
Propidiumdijodid (Hoechst)  1:1.000,  10 min RT   31
1.13 Mikroskope 
 
Zur Beurteilung der Zellen in Kultur wurde ein Phasenkontrastmikroskop (Zeiss, Axiovert 35) 
verwendet. Die immunzytochemisch gef￿rbten Zellpr￿parate wurden mit einem konfokalen 
Lasermikroskop (Leica TCS SP, Leica) ausgewertet, das mit drei unterschiedlichen Lasern - 
Argon-, Krypton-, und Helium-Neonlaser - ausgestattet ist. Mit dem Mikroskop (Fluoreszenz-
mikroskop) wurden die Pr￿parate in Auflichttechnik untersucht. Dabei wird Licht einer 
Quecksilber-Dampflampe (100 W) durch Filter spezifischer Wellenl￿ngenbereiche von oben 
auf das Pr￿parat gelenkt. Ist das gew￿nschte Objekt eingestellt, wird auf Laserlicht 
umgeschaltet. Das Laserlicht wird dabei durch ein Prisma aufgetrennt und in einer 
anschlie￿enden Lochblende auf den gew￿nschten Wellenl￿ngenbereich eingegrenzt. 
Au￿erdem haben die Laser selbst verschiedene Spektren. Die Hauptspektren betragen 488 nm 
(Krypton), 458 nm (Argon) und 568-633 nm (Helium-Neon). 
 
Es wurden ￿bersichtsbilder mit dem 20x Immersionsobjektiv (·HC PL APO 20x/0.70 IMM 
CORR‘, LEICA) und Detailaufnahmen mit dem 40x Immersionsobjektiv (·HCX PL APO 
40x/1.25-0.75 OIL‘) mit Verwendung der Funktion ￿Zoom￿ (Vergr￿￿ern) angefertigt. 
 
Die Excitations- und Emissionswellenl￿ngen der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe sind f￿r 
Cy-2 494/520 nm, f￿r Cy-3 550/565 nm, f￿r Rhodamin 505/533 nm, f￿r Propidiumdijodid 





Die digitale Bildverarbeitung der konfokalen Datens￿tze wurde mit den Programmen ￿Imaris￿ 
und ￿Selima￿ (Bitplane) an einer Octane-Workstation (Silicon Graphics) durchgef￿hrt. Die 
erstellten Bilder wurden mit einem Tintenstrahldrucker (Epson) ausgedruckt. 
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2 Methoden 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgef￿hrten experimentellen Techniken und Methoden 
werden in den folgenden Abschnitten beschrieben. Die Zusammensetzung von Puffern und 
L￿sungen ist im Kapitel Material aufgef￿hrt. Molekularbiologische Standardmethoden, die in 
dieser Arbeit nicht genauer erkl￿rt werden, erfolgten nach ￿blicher Laborpraxis (Sambrook et 
al., 1989; Ausubel et al., 2000). Kommerziell erh￿ltliche Kits wurden nach den Angaben der 




2.1  Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
 
Die durchgef￿hrten DNA-Pr￿parationsverfahren beruhten auf der Methode der alkalischen 
Lyse nach Birnboim und Doly (1979). 
 
2.1.1  Maxipr￿paration von Plasmid-DNA 
 
F￿r die Isolierung gr￿￿erer Mengen (0,5-1 mg) hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli wurde 
der Qiagen
ﬁ Plasmid Maxi Kit verwendet. Das Prinzip der Plasmidaufreinigung beruhte auf 
einer modifizierten alkalischen Lyse, gefolgt von der selektiven Bindung der Plasmid-DNA 
(in Form eines klaren Zellysates) an ein Anionen-Austauscher S￿ulenmaterial, unter geringen 
Salz- und niedrigen pH-Bedingungen (s. Herstellerangaben). RNA, Proteine, Karbohydrate, 
Metaboliten und andere niedermolekulare Kontaminationen wurden durch Waschen mit 
m￿￿ig salzhaltigen Puffern entfernt. Die Elution der DNA vom S￿ulenmaterial erfolgte mit 
Hilfe eines stark salzhaltigen Puffers. Zur Konzentrierung und zum Entsalzen der DNA diente 
schlie￿lich eine Isopropanol-F￿llung. Isolierung und Reinigung der DNA erfolgte nach den 
Angaben des Herstellers (Qiagen, 1997). 
 
2.1.2  Schnelle Plasmidisolierung aus Minilysaten 
 
Plasmid-DNA Minipr￿parationen erm￿glichten die Isolierung kleinerer Mengen (10 ￿g) von 
Plasmid-DNA aus Bakterienzellen. Die Behandlung der Zellen mit einer L￿sung aus SDS und 
NaOH f￿hrte, neben der Zellyse, zur Denaturierung bakterieller Proteine, chromosomaler 
DNA und Plasmid-DNA. Durch eine anschlie￿ende Neutralisierung mit Kaliumacetat wurde   33
die Plasmid-DNA von chromosomaler DNA, hochmolekularer RNA und Proteinen getrennt, 
die, gemeinsam mit SDS und Kalium, als Komplex ausfielen. Die in der L￿sung verbliebene 
Plasmid-DNA wurde durch eine Behandlung mit Isopropanol gef￿llt. 
 
F￿r analytische Zwecke wurden 2 ml einer station￿ren Bakterienkultur durch Zentrifugation 
(13.000 rpm, 1 min) geerntet. Der ￿berstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 
200 ￿l Resuspensionspuffer (s. Kap. Material 1.8.3) aufgenommen. Nach Zugabe von 200 ￿l 
Lysepuffer (s. Kap. 1.8.3) wurde der Ansatz leicht geschwenkt und nochmals 5 min bei RT 
inkubiert. Nach Zugabe von 200 ￿l Neutralisationspuffer (s. Kap. 1.8.3) wurde das Lysat 20 
min auf Eis inkubiert. Die dabei ausgefallenen Proteine wurden abzentrifugiert (13.000 rpm, 5 
min). Der ￿berstand wurde abgenommen und nach Zugabe von 420 ￿l Isopropanol 5 min bei 
RT inkubiert. In einer anschlie￿enden Zentrifugation (13.000 rpm, 20 min) wurde die 
Plasmid-DNA vom ￿berstand getrennt. Die gef￿llte DNA wurde mit 1 ml Ethanol (70%) 
gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschlie￿end in 50 ￿l ddH2O gel￿st. 
 
 
2.2  Enzymatische Reaktionen an DNA 
 
2.2.1  Restriktion von DNA 
 
Die Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte nach den Angaben des 
Herstellers (NEB). Analytische Restriktionen wurden in einem Volumen von 25 ￿l 
durchgef￿hrt. Pr￿parative Spaltungen erfolgten in 50-100 ￿l Ans￿tzen. Puffer- und 
Salzl￿sungen wurden in 10-facher Konzentration mit den Enzymen geliefert. 
 
2.2.2  Partielle Restriktion von DNA 
 
Eine partielle Spaltung von DNA-Molek￿len bei Klonierungen ist notwendig, wenn diese 
au￿er der zu verwendenden Klonierungsschnittstelle noch weitere Schnittstellen des gleichen 
Restriktionsenzyms aufweisen, die nicht gespalten werden sollen. Die Durchf￿hrung partieller 
Spaltungen basiert auf der Inkubation mit Restriktionsenzymen in reduzierter Konzentration. 
Das Enzym wird dabei seriell verd￿nnt. 
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Ein pr￿parativer Restriktionsansatz wurde mit einem entsprechenden 10x Puffer und ddH2O 
auf 100 ￿l Volumen aufgef￿llt und auf 5 Mikroreaktionsgef￿￿e verteilt. Gef￿￿ 1 enthielt 
30 ￿l, Gef￿￿e 2-4 enthielten je 20 ￿l und Gef￿￿ 5 enthielt 10 ￿l des Reaktionsansatzes. Alle 
Mikroreaktionsgef￿￿e befanden sich gek￿hlt auf Eis. Eine bestimmte Menge des 
Restriktionsenzyms wurde in das erste Gef￿￿ hinzugegeben. Nach dem Mischen des 
Reaktionsansatzes wurden auf Eis 10 ￿l des Reaktionsansatzes entnommen und in das zweite 
Gef￿￿ ￿berf￿hrt. Die stufenweise Verd￿nnung des Enzyms wurde so durch sukzessives 
Pipettieren von jeweils 10 ￿l auf das folgende Gef￿￿ weitergef￿hrt. Alle 5 Ans￿tze enthielten 
letztendlich 20 ￿l und wurden 15 min bei entsprechender Reaktionstemperatur inkubiert. Die 
enzymatische Spaltung wurde gegebenenfalls durch einen Hitzeinaktivierungsschritt und 
durch Zugabe eines 5-fach konzentrierten DNA-Ladepuffers (50% Glycerin; 50 mM EDTA, 
pH 8,0; 0,5% Bromphenolblau; 0,5% Xylencyanol) beendet. 
 
2.2.3  Ligation von DNA-Fragmenten 
 
DNA-Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiester-Bindungen zwischen freien 5·-
Phosphat- und 3·-Hydroxylenden doppelstr￿ngiger DNA-Fragmente (Modrich et al., 1975). 
Sowohl DNA-Molek￿le mit glatten wie auch mit ￿berh￿ngenden, komplement￿ren Enden 
werden von der aus dem T4-Phagen stammenden T4 DNA-Ligase ligiert. ￿berh￿ngende 
Enden werden mit h￿herer Rate ligiert als glatte Enden. 
 
In einem Reaktionsansatz (10-15 µ l) wurden in der Regel 80-100 ng Vektor-DNA und der 3- 
bis 7-fache molare ￿berschu￿ des zu inserierenden DNA-Fragmentes eingesetzt. Die Ligation 
wurde in einem Wasserbad bei 16￿C im K￿hlraum (4￿C) ￿ber Nacht durchgef￿hrt. Der 10x 
konzentrierte Ligationspuffer wurde vom Hersteller zur Verf￿gung gestellt (NEB, Invitrogen). 
 
2.2.4 Dephosphorylierung  von  DNA 
 
Um die Anzahl monomolekularer Selbstligationen linearisierter Vektorfragmente zu 
minimieren, wurden die endst￿ndigen 5·-Phosphatgruppen des DNA-Molek￿ls entfernt. Die 
Hydrolyse erfolgte durch eine alkalische Phosphatase (CIAP, calf intestine alkaline 
phosphatase, Invitrogen) direkt im Anschlu￿ an pr￿parative Restriktionen. Das Volumen des 
Restriktionsansatzes wurde durch Zugabe der alkalischen Phosphatase, des De-
phosphorilierungspuffers und ddH2O aufgef￿llt und 1 h bei 37￿C inkubiert. F￿r die   35
Dephosphorylierung von 5 ￿g DNA wurde 1 U CIAP verwendet. Durch eine anschlie￿ende 
Hitzeinaktivierung (20 min, 65￿C) wurde die enzymatische Reaktion beendet. Zur 
Beseitigung verbliebener Enzyme und Proteine wurde die dephosphorylierte DNA einer 




DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (￿polymerase chain 
reaction￿, PCR) amplifiziert (Mullis et al., 1987; Saiki et al., 1988). F￿r analytische PCR-
Reaktionen, bei denen die L￿nge des amplifizierten DNA-Fragmentes untersucht werden 
sollte, wurde die GoldStar
TM DNA-Polymerase (Eurogentec) verwendet. DNA-Fragmente, die 
im weiteren Verlauf kloniert werden sollten, wurden mit einer ￿proof-reading￿ DNA-
Polymerase (PfuTurbo
ﬁDNA Polymerase; Stratagene) amplifiziert. Damit sollte das Auftreten 
von Paarungsfehlern w￿hrend der Amplifikation minimiert werden. Als Reaktionspuffer 
dienten die jeweils in 10-facher Konzentration mitgelieferten L￿sungen der Hersteller. Die 
PCR-Reaktionen wurden im Touchdown Thermo-Cycler (Hybaid) durchgef￿hrt. Beim 
Touchdown-Verfahren werden die ersten beiden Zyklen mit einer erh￿hten 
Annealingtemperatur durchgef￿hrt, um eine spezifische Bindung der Primer an die Template-
DNA zu erzielen. Darauf folgten je nach Experiment 20-28 Zyklen bei der experimentell 
ermittelten oder anhand der Sequenz errechneten Annealingtemperatur. Die Denaturierung 
erfolgte bei 95￿C und die Synthese bei 72￿C. Denaturierung und Annealing erfolgten jeweils 
30 s. Die Synthesezeit wurde der L￿nge der zu amplifizierenden DNA angepa￿t (1 min/kb). 
 
 
2.3  Aufreinigung von DNA-Molekülen 
 
2.3.1 Phenol/Chloroform  Extraktion 
 
Zellul￿re Proteine oder Enzyme wurden mit Hilfe einer Phenol/Chloroform Extraktion aus 
w￿￿rigen DNA-L￿sungen entfernt. Dabei wurde zun￿chst das Volumen der DNA-
Pr￿parationen auf 300 ￿l mit ddH2O erh￿ht. Anschlie￿end wurden 150 µ l einer TE-ges￿ttigten 
Phenoll￿sung (Rotiphenol
ﬁ, Roth) und 150 µ l eines Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches 
(24:1) zugegeben. Die im Reaktionsgef￿￿ befindlichen Phasen wurden gut gemischt. Durch 
Zentrifugation (13.000 rpm, 5 min) wurden die Phasen vollst￿ndig getrennt. Die w￿￿rige   36
Phase, die die DNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgef￿￿ ￿berf￿hrt. Zur vollst￿ndigen 
Entfernung von Phenolresten wurde die DNA-L￿sung zweimal mit 300 µ l des 
Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisches extrahiert. Die F￿llung der gereinigten DNA erfolgte 
durch eine Alkohol/Ammoniumacetat-Behandlung. Die in der Vakuumzentrifuge getrocknete 
DNA wurde in 30￿l ddH2O aufgenommen. 
 
2.3.2  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die Extraktion und Reinigung von DNA aus Agarosegelen erm￿glichte die Gewinnung von 
DNA-Fragmenten definierter L￿nge zur Herstellung rekombinanter DNA-Molek￿le und 
erfolgte unter Verwendung des Qiaquick
ﬁ Gel Extraction Kits (Qiagen). 
 
Nach vollst￿ndiger Aufl￿sung der DNA-haltigen Agarose in einem L￿sepuffer wurden DNA 
und Agarose mit Hilfe von Ionenaustauschers￿ulen von einander getrennt. Bei pH-Werten 
< 7,5 und in Gegenwart einer hohen Konzentration an chaotrophen Salzen adsorbierte die 
DNA an die S￿ulenmatrix, w￿hrend die agarosehaltige L￿sung durch Zentrifugation und 
Waschen mit einem entsprechenden Puffer abgetrennt wurde. Bei pH Werten > 7,5 wurde die 
gereinigte DNA mit einem Elutionspuffer oder ddH20 (pH 8,5) von der S￿ule eluiert. 
Weitere Details sind den Angaben des Herstellers zu entnehmen (Qiagen, 2000). 
 
2.3.3  Aufreinigung von amplifizierten DNA-Molek￿len 
 
Die Aufreinigung von DNA-Amplifikaten erfolgte mit dem Qiaquick
ﬁ PCR Purification Kit. 
Die amplifizierte DNA wurde von Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen aufgrund 
der selektiven Bindungseigenschaften der verwendeten Ionenaustauschers￿ulen getrennt. 
Die genaue Verfahrensweise, unter Verwendung der im Kit vorhandenen L￿sungen, ist den 
Angaben des Herstellers zu entnehmen (Qiagen, 2000). 
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2.4  Aufzucht und Aufbewahrung von Bakterienstämmen 
 
Alle verwendeten Bakterienst￿mme wurden in LB-Medium oder auf LB-Platten bei 37￿C 
angezogen. Die selektive Anzucht der Bakterien erfolgte durch Zugabe der entsprechenden 
Antibiotika Ampicillin (80 ￿g/ml) bzw. Kanamycin (50 ￿g/ml). 
Zur langfristigen Aufbewahrung von Bakterienst￿mmen wurden Glycerinkulturen hergestellt. 
Dazu wurden 1 ml einer ￿bernachtkultur mit 200 ￿l Glycerin (100%) versetzt, gut vermischt 





Die Einf￿hrung von DNA in Bakterienzellen wird als Transformation bezeichnet (Mandel und 
Higa, 1970). Mit Plasmid-DNA transformierte Bakterien erhalten nach Replikation und 
Expression der plasmid-kodierten Gene selektionierbare Eigenschaften, wie Antibiotika-
Resistenzen oder β-Galaktosidase Aktivit￿t. F￿r die Transformation wurden kompetente 
Bakterien verwendet, deren Zellmembranen f￿r DNA-Molek￿le durchl￿ssig sind. 
 
2.5.1  Transformation von Bakterien durch Elektroporation 
 
Bei der Transformation durch Elektroporation werden die Membranen der Bakterien durch 
die Entladung eines Kondensators polarisiert. Wird bei diesem Vorgang eine bestimmte 
Spannung erreicht, bricht die Membran in eng umgrenzten Bereichen zusammen und ist f￿r 
externe Molek￿le permeabel (Calvin und Hannawalt, 1988; Dower et al., 1988). 
 
F￿r die Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden 300 ml LB-Medium im Verh￿ltnis 
1:120 mit einer E. coli ￿bernachtkultur angeimpft und im Sch￿ttler bei 37￿C bis zu einer 
OD600 von 0,5 angezogen. Vor dem Ernten der Bakterien durch Zentrifugation (30 min, 4￿C, 
5.000 g), wurde die Kultur zun￿chst 15-30 min auf Eis gek￿hlt. Das Bakteriensediment wurde 
anschlie￿end zweimal mit eiskaltem sterilem Wasser (je 250 ml) gewaschen. Es folgte ein 
weiterer Waschschritt mit 20 ml Glycerin (10%). Danach wurde das Zellsediment in 1ml 
Glycerin (10%) aufgenommen und in Aliquots von je 100 µ l in Mikroreaktionsgef￿￿en bei 
-80￿C eingefroren. 
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F￿r die Transformation wurden 100 ￿l kompetente Zellen nach langsamem Auftauen auf Eis 
mit einer m￿glichst salzfreien DNA-L￿sung bzw. einem Ligationsansatz gemischt und in eine 
vorgek￿hlte sterile K￿vette (0,2 cm, Eurogentec) pipettiert. Die Parameter des verwendeten 
Genepulser (BioRad) waren 2,5 kV, 25 ￿F und 400 Ω. Die Zeitkonstante des Pulses sollte 
zwischen 4,3 und 4,5 ms liegen. Nach dem erfolgten Puls wurde die Zellsuspension sofort mit 
1 ml LB-Medium versetzt und 1 h bei 37￿C gesch￿ttelt. Anschlie￿end wurden die Bakterien 
auf antibiotika-haltigen LB-Platten ausplattiert und ￿ber Nacht bei 37￿C inkubiert. 
 
2.5.2  Transformation von Bakterien nach der ￿heat shock￿ Methode 
 
Die Transformation von Bakterien durch die ￿heat shock￿ Methode erfolgte nach dem 
Protokoll des Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kits (Invitrogen). Zu je 50 ￿l der chemisch 
kompetenten Top10 Zellen (Bestandteil des Kits) wurden je 6 ￿l Plasmid-DNA bzw. 20 ￿l 
Ligationsansatz hinzugef￿gt und f￿r 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien-Plasmid-L￿sung 
wurde dann 30 s bei 42￿C im Wasserbad einem Hitzeschock ausgesetzt und anschlie￿end 
2 min auf Eis gek￿hlt. Nach Zugabe von 250 ￿l vorgew￿rmtem SOC-Medium (s. Kap. 1.9) 
wurde die Zellsuspension 1 h bei 37￿C leicht gesch￿ttelt. Die Bakterien wurden dann auf 






Das Klonieren von PCR-Produkten wurde mit dem Zero Blunt
ﬁ TOPO
ﬁ PCR Cloning Kit 
nach den Angaben des Herstellers (Invitrogen, 2000) durchgef￿hrt. Die Topoisomerase I 
integriert PCR-Produkte mit glatten Enden in den pCR
ﬁ-BluntII-TOPO
ﬁ Vektor. Mit dem 
sog. ￿heat shock￿ Verfahren (s. Methoden Kap. 2.5.2) wurde die Plasmid-DNA in chemisch 
kompetente Top10 Zellen transformiert. 
 
Das Prinzip der TOPO-Klonierung basiert auf den Ligationseigenschaften der Vaccinia Virus 
DNA Topoisomerase I (Shuman, 1994). Im aktivierten Zustand ist das Enzym kovalent am 
3·Ende des linearisierten Vektors gebunden. Es bindet dabei an eine spezifische Sequenz (5·-
CCCTTT-3·) und spaltet die darauffolgende Phosphodiesterbindung der doppelstr￿ngigen 
DNA eines Stranges (Shuman, 1991). Die dabei frei werdende Energie wird in Form einer 
kovalenten Bindung zwischen dem 3·-Phosphatidylrest des gespaltenen DNA-Stranges und 
einem Tyrosylrest (Tyr-274) der Topoisomerase I konserviert. In Anwesenheit eines 5·-  39
Hydroxylendes eines PCR-Produktes wird die Phosphotyrosyl-Bindung zwischen Vektor und 
Enzym gespalten. Die gespeicherte Energie wird dabei verbraucht, um eine neue 
Phosphodiesterbindung zwischen Vektor und PCR-Produkt aufzubauen. Die Topoisomerase I 
wird bei dieser Reaktion von der DNA freigesetzt. In einem Reaktionsansatz, der 5 min bei 
RT inkubiert wurde, ligiert die Topoisomerase I ein zugef￿gtes PCR-Produkt mit dem Vektor. 
 
 
TOPO-Klonierungsanasatz: 1  µ l  TOPO-Vektor (10 ng/µ l) 
    1   µ l  Salzl￿sung (1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl2) 





Die Gelelektrophorese ist ein biochemisches Trennverfahren, bei dem die Wanderung 
geladener Molek￿le in einem elektrischen Feld zur Auftrennung der einzelnen Molek￿le 
genutzt wird (McDonnell et al., 1977; Southern, 1979). Agarose bzw. Polyacrylamid dienen 
dabei als elektrisch neutrale, feste Gelmatrizen und ￿ben die Wirkung eines Molekularsiebs 
aus. 
 
Das gelelektrophorese Trennverfahren diente der L￿ngenbestimmung von DNA-Fragmenten 
und der Fragmentisolierung. Durch die Anf￿rbung mit Ethidiumbromid (EtBr) wurden DNA-
Banden sowohl in Agarose- als auch in Polyacrylamidgelen unter UV-Licht sichtbar gemacht, 
mit einer CCD Kamera (LTF) aufgenommen und in einem Computer abgespeichert. Die 




DNA-Fragmente >1 kb oder ungeschnittene Plasmide wurden in Agarosegelen mit 
Agarosekonzentrationen zwischen 0,7 und 1,0% aufgetrennt. Die Konzentration der Agarose 
wurde durch die L￿ngen der zu trennenden DNA-Molek￿le bestimmt. Dazu wurde die 
entsprechende Menge Agarose in 1x TBE-Puffer (10x: 0,89 M Tris-Base; 0,89 M Bors￿ure; 
0,01 M EDTA, pH 8,0) suspendiert und in einem Mikrowellenofen verfl￿ssigt. Nach dem 
Abk￿hlen auf 50￿C wurde die fl￿ssige Agarose mit EtBr (1 ￿g/ml) versetzt und in eine   40
Flachbettanlage gegossen. Als Elektrodenpuffer diente 1x TBE. An die Gele (Breite 21 cm/ 
L￿nge 9 cm) wurde bei einer konstanten Stromst￿rke von 150 mA eine Spannung von 100-
150 V angelegt. Vor dem Auftragen der DNA-Proben wurden diese zus￿tzlich mit 4x 





F￿r die Trennung kleiner DNA-Fragmente (<1 kb) wurden 6% oder 8% Polyacrylamidgele 
(6% bzw. 8% Acrylamid/Bisacrylamid (29:1); 10% TBE (10x); 0,08% TEMED; 0,2% APS 
(30%)) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Gelsystemen (Minigele) bei einer 
Stromst￿rke von 20-30 mA. Als Elektrodenpuffer diente 1x TBE-Puffer. Das PAA-Gel wurde 




F￿r ein 1,2%iges Agarose/Formaldehydgel wurden zun￿chst 1,2 g Agarose in 90 ml DEPC-
H2O in einem Mikrowellenofen verfl￿ssigt. Nach dem Abk￿hlen auf 60￿C wurden zur 
Agarosel￿sung 10 ml 10x MOPS-Puffer (s. Material Kap. 1.8.3) und 1,8 ml Formaldehyd 
(12,3 M) hinzugef￿gt. Vor dem Erkalten wurde die Agarose/Formaldehydl￿sung in ein 
horizontales Gelsystem gegossen. Als Elektrodenpuffer diente 1x MOPS-Laufpuffer (s. Kap. 
1.8.3). Vor dem Auftragen der Proben wurde die RNA (1 bzw. 3 µ g) mit 5x RNA Ladepuffer 
(0,16% Bromphenolblau; 0,8% 0,5 M EDTA, pH 8,0; 7,2% Formaldehyd (12,3 M); 20% 
Glycerin (100%); 30,84% Formamid, 40% 10x MOPS-Puffer) gemischt und 5 min bei 65￿C 
denaturiert. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung (5 V/cm) wurde das Gel 20 min in 
0,5 M Ammoniumacetat fixiert. RNA-Banden wurden durch Anf￿rben mit EtBr (15 min, 1µ g 
EtBr/ml ddH2O) im UV-Licht sichtbar gemacht. 
 
 
2.8  Sequenzierung von DNA 
 
DNA-Sequenzen wurden nach dem Didesoxy-Kettenabbruch Verfahren (Sanger et al., 1977) 
unter Verwendung des ALFexpress
TM DNA Sequencer Systems (Amersham Pharmacia) 
bestimmt. F￿r die Sequenzierreaktionen wurde der Thermo Sequenase
TM  Cy
TM5 Dye   41
Terminator Kit  (Amersham Pharmacia) benutzt. Bei dieser Reaktion wurden unmarkierte 
Primer, die thermostabile Thermo Sequenase DNA Polymerase (Amersham Pharmacia), 
dNTPs und Cy5-markierte ddNTPs eingesetzt. Die Sequenzierreaktion wurde zyklisch 
durchgef￿hrt. Die bei dieser Reaktion erzeugten Kettenabbruchprodukte wurden nach 
Abtrennung ￿bersch￿ssiger ddNTPs entsprechend den Herstellerangaben in denaturierenden 
Sequenziergelen (Repro
TM  Gel Kit, Amersham Pharmacia) aufgetrennt. W￿hrend der 
Elektrophorese durchliefen die Fragmente einen fixierten Laserstrahl. Dabei entstanden durch 
Anregung der Cy5-Markierungen Lichtemissionen, die von Photodetektoren des ALFexpress 
Systems erfa￿t und digitalisiert wurden. Die Analyse der Sequenzdaten wurde mit einem 
Computer unter Verwendung des ￿ALFwin
TM Sequence Analyser 2.10￿ Programms 
(Amersham Pharmacia) durchgef￿hrt. 
 
 
2.9  Herstellung doppelsträngiger Oligonukleotide 
 
F￿r die Hybridisierung komplement￿rer, einzelstr￿ngiger Oligonukleotide wurden die 
Oligonukleotide 1155 und 1156 im molaren Verh￿ltnis von 1:1 (jeweils 200 pmol) in ddH2O 
(30 ￿l Ansatz) gemischt und zun￿chst 5 min bei 95￿C denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte 
anschlie￿end bei Raumtemperatur ￿ber Nacht und wurde auf einem 8%igen PAA-Gel 
￿berpr￿ft. Doppelstr￿ngige Oligonukleotide wurden aufgrund ihrer geringeren 
elektrophoretischen Beweglichkeit von den Einzelstr￿ngen unterschieden. 
 
 
2.10  Isolierung, Aufzucht und Aufbewahrung von eukaryotischen Zellen 
 
2.10.1  Kultivierung prim￿rer Zellen und Zellinien 
 
Die Kultivierung der COS-1 Zellinien und der prim￿ren Kulturen neonataler Kardiozyten 
erfolgte in einem 37￿C Brutschrank (Heraeus) bei 95%iger Luftfeuchtigkeit in einer 5%igen 
CO2-Atmosph￿re.  Die Handhabung der Zellen und Kulturmedien  erfolgte unter sterilen 
Bedingungen in einer Sterilbank (Heraeus). 
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2.10.2  Isolierung neonataler Kardiomyozyten aus Ratten 
 
Die Kultivierung und Isolierung der Kardiozyten aus dem Myokardgewebe neonataler Ratten 
wurde nach einem von Harary und Farley (1963) beschriebenen Prinzip durchgef￿hrt. Das 
Protokoll der Isolierung wurde in modifizierter Form von Buja et al. (1985) ￿bernommen. Der 
Verdau des grob homogenisierten Herzgewebes erfolgte hierbei nur mit einer 
Kollagenasel￿sung ohne Pankreatin. Neonatale Kardiomyozyten wurden nicht wie bei 
Vincent und Nadeau (1983, 1984) in einem Percollgradienten, sondern durch ￿differentielles 
Kultivieren￿ (￿preplating￿) (Blondel et al., 1971) angereichert. Dabei f￿hrt eine mehrst￿ndige 
Inkubation der isolierten Zellen in fibronektinfreiem, neonatalem K￿lberserum (NKS-
Medium) zur Trennung der Kardiozyten von anderen Zellen, u.a. Fibroblasten. Neonatale 
Kardiozyten reichern sich im Medium an, w￿hrend sich Fibroblasten am Boden der 
Kulturschale anheften. Der prozentuale Anteil pulsierender Kardiozyten liegt f￿r eine solche 
Pr￿paration bei mehr als 80% (Buja et al., 1985). 
 
Ein bis drei Tage alte neonatale Ratten (Whistar white) wurden in einem Gef￿￿ mit 70% 
Ethanol desinfiziert und anschlie￿end dekapitiert. Die Herzen wurden nach dem ￿ffnen des 
Thorax aus dem K￿rper der Tiere herauspr￿pariert, in ADS-Puffer (s. Material Kap. 1.8.1) 
gewaschen und mit der Schere in kleine St￿cke geschnitten. Das fein homogenisierte Gewebe 
wurde viermal f￿r 40 min bei 37￿C in einer Kollagenasel￿sung (0,5 mg/ml ADS-Puffer; 271 
U/mg; Worthington Biochemical Corporation) im Sch￿ttelinkubator langsam geschwenkt. F￿r 
den Verdau von 20 Herzen ben￿tigte man f￿r den ersten Inkubationsschritt 10 ml und f￿r die 
folgenden drei Schritte jeweils 15 ml. Der ￿berstand des ersten Verdaus wurde verworfen. 
Nach den Verdauschritten 2-4 wurde die zellhaltige Kollagenasel￿sung vom Herzgewebe 
abgetrennt und die Zellen wurden durch Zentrifugieren (400 rpm, 5 min) angereichert. Nach 
Aspiration des ￿berstandes mit einer Saugvorrichtung wurde das Zellsediment jeweils in 
20  ml NKS-Medium (1%; s. Material Kap. 1.10) aufgenommen, in eine Zellkulturschale 
￿berf￿hrt und im CO2-Inkubator bei 37￿C aufbewahrt. Nach dem letzten Verdauschritt 
erfolgte eine weitere zweist￿ndige Inkubation der gesammelten Zellfraktionen im CO2-
Inkubator bei 37￿C (￿differentielles Kultivieren￿). Die mit Kardiozyten angereicherte 
Suspension wurde anschlie￿end zentrifugiert (400 rpm, 5 min). Der ￿berstand wurde 
aspiriert, und das Zellsediment wurde in 5 ml Medium aufgenommen, das zus￿tzlich 5% 
f￿tales K￿lberserum (FKS-Medium; s. Kap. 1.10) enthielt. Die Anzahl der isolierten 
Kardiozyten wurde in einer Neubauer Z￿hlkammer bestimmt (s. Methoden Kap. 2.11). Mit   43
einer Konzentration von 0,4 x 10
6 Zellen/ml wurden die isolierten Kardiozyten auf 
fibronektinbeschichteten Zellkulturschalen ausplattiert (s. Methoden Kap. 2.10.3). Alle 
verwendeten L￿sungen und Medien, mit Ausnahme des ADS-Puffers zum Waschen der 




Die Beschichtung der 6-Well Kulturschalen (1 ml/Well) und der ￿Lab Tek
  2-well chamber 
slides￿ (Nunc) Objekttr￿ger (600 ￿l/Well) mit Fibronektin (1 ￿g/ml Medium) erfolgte 
w￿hrend des Pr￿plattierens der Kardiozyten f￿r 2 h bei 37￿C in einem 95% O2/5% CO2 
Brutschrank. Vor dem Plattieren der Zellen wurden die Fibronektin-L￿sung aspiriert und die 
Schalen einmal mit Medium gewaschen. 
 
2.10.4  Passagieren von COS-1 Zellen 
 
Zum Passagieren der Zellen wurden diese zun￿chst mit 1x PBS (0,14 M NaCl; 2,7 mM KCl; 
10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4, pH 7,3) gesp￿lt, mit einer Trypsin-EDTA-L￿sung (s. 
Material Kap. 1.10) abgel￿st (10 min, 37￿C) und in Zentrifugenr￿hrchen ￿berf￿hrt. Durch 
Zugabe von serumhaltigem Medium (10% FKS) wurde das Trypsin in der Zellsuspension 
inaktiviert. Nach dem Abzentrifugieren (1.200 rpm, 5 min) wurden die Zellen in 
Wachstumsmedium (s. Kap. 1.10) aufgenommen und je nach Verwendungszweck in 
unterschiedlichen Dichten ausplattiert. 
 
2.10.5  Einfrieren, Lagerung und Auftauen von COS-1 Zellen 
 
Subkonfluente COS-1 Zellen einer Petrischale (￿ 10 cm) wurden trypsinisiert (s. Kap. 
2.10.4), abzentrifugiert (1.200 rpm, 5 min) und in 2 x 2 ml DMSO-haltigem Medium (10% 
DMSO, 20% FKS, 70% Medium) aufgenommen und sukzessive eingefroren. Dabei wurden 
die Gefrierkulturen zun￿chst f￿r 30 min auf Eis gestellt, dann 1 h bei ￿20￿C gelagert, 
anschlie￿end ￿ber Nacht bei ￿80￿C eingefroren und am n￿chsten Tag in fl￿ssigen Stickstoff 
￿berf￿hrt. 
F￿r das Wiederanz￿chten der Zellen wurde Wachstumsmedium vorbereitet. Nach dem 
schnellen Auftauen der Zellen in einem 37￿C Wasserbad, wurden diese sofort in das 
vorbereitete Medium ￿berf￿hrt und auf einer Petrischale (￿ 10 cm) ausplattiert. Nach   44
Inkubation ￿ber Nacht wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, um tote Zellen zu 
entfernen. 
 
2.10.6 Bestimmung  der Zellzahl 
 
F￿r die Bestimmung der Zellzahl von neonatalen Kardiozyten und COS-1 Zellen in einem 
sehr kleinen Volumen Medium wurde eine Neubauer-Z￿hlkammer verwendet. Hierf￿r wurde 
die Zellsuspension im Verh￿ltnis 1:5 mit einer 0,4%igen Trypan-Blau-L￿sung (Sigma) 
gemischt. Trypan-Blau lagert sich in die Membran abgestorbener Zellen ein und f￿rbt diese 
blau. Vitale und tote Zellen bzw. Zelldebris sind auf diese Weise voneinander unterscheidbar. 
Bei der Bestimmung der Zellzahl werden nur die lebenden Zellen gez￿hlt. Die Zellsuspension 
wurde zwischen Deckglas und Objekttr￿ger (Abstand 0,1 mm) gebracht. Es wurden 4 
Quadrate mit einer Kantenl￿nge von 0,1 mm ausgez￿hlt und der Mittelwert gebildet. Das 
ausgez￿hlte Volumen der Zellsuspension betrug 1 ￿l. Die Anzahl der Zellen/ml Medium 
wurde mit folgender Formel berechnet: 
Gez￿hlte Zellen x 10.000 x Verd￿nnungsfaktor Trypan-Blau = Zellen/ml Medium 
(Verd￿nnungsfaktor Trypan-Blau = 1,25) 
 
 
2.11  Transfektion von eukaryotischen Zellen 
 
Die Einf￿hrung von DNA in h￿here Zellen wird als Transfektion bezeichnet, die u.a. auf 
chemische Weise, mit Hilfe von Elektroporation oder Liposomen erfolgen kann. Die 
Transfektion von COS-1 Zellen und neonatalen Kardiozyten diente der Expressionsanalyse 
plasmid-kodierter MyBP-Cs. 
 
2.11.1  Transfektion von COS-1 Zellen mit Polyethylenimin (PEI) 
 
Polyethylenimin (PEI) ist ein kationisches Polymer mit DNA-kondensierenden Eigenschaften 
und einer gro￿en Pufferkapazit￿t. In Zellkulturexperimenten wurde die sehr geringe 
Zytotoxizit￿t belegt. Der polykationen-vermittelte Gentransfer schlie￿t unter physiologischen 
Bedingungen die DNA-Aggregation und die Bindung der Polymer-DNA-Partikel an die 
anionischen Reste der Plasmamembran ein, die vermutlich durch Endozytose in die Zellen 
aufgenommen werden (Boussif, et al., 1995).   45
24 h vor der Transfektion wurden COS-1 Zellen mit einer Konzentration von 0,15 x 10
6 
Zellen/ml in die Schalen (￿ 3,2 cm) einer 6-Well Platte ausplattiert. Am n￿chsten Tag hatten 
die Zellkulturen in der Regel eine 50-70%ige Konfluenz erreicht. Pro Transfektionsansatz 
wurden je 50 ￿l PEI-L￿sung und DNA-L￿sung vorbereitet und nach kurzem Homogenisieren 
10 min bei RT inkubiert. Das PEI-Gemisch wurde dann sukzessive der DNA-L￿sung 
zugef￿gt. Anschlie￿end wurde der PEI/DNA-Ansatz kurz durchmischt und erneut 10 min bei 
RT inkubiert. Vor der Zugabe der PEI/DNA-L￿sung wurden die Zellen einmal mit 1x PBS 
gewaschen. Dann wurden 900 ￿l Medium (ohne FKS, ohne Antibiotika) zu den Zellen 
gegeben. Danach wurde der PEI/DNA-Mix tropfenweise zugef￿hrt. Nach 4 h Inkubation bei 
37￿C im CO2-Inkubator wurde das Medium der Zellkultur mit 1 ml Wachstumsmedium mit 
doppelter Konzentration FKS und Antibiotika gemischt. Am n￿chsten Tag erfolgte ein 
Wechsel des Mediums. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen f￿r weitere Analysen 
mit einem Lysepuffer (s. Kap. 2.11.2) geerntet. 
 
Ansatz PEI-Mix:  5,0 ￿l  NaCl (1,5 M)    Ansatz DNA-Mix: 2,0  ￿g    DNA 
   5,4  ￿l    PEI  50       5,0  ￿l      NaCl  (1,5M) 
    ad   50  ￿l  ddH2O             ad   50  ￿l  ddH2O  
 
2.11.2  Transfektion neonataler Kardiomyozyten mit Lipofektin 
 
Der genaue Mechanismus der liposomen-vermittelten Aufnahme von DNA in eukaryotische 
Zellen ist bisher nur teilweise verstanden. Zwischen den positiv geladenen Lipiden und der 
negativen Ladung der DNA kommt es spontan zu elektrostatischen Interaktionen. Die 
Makromolek￿le kondensieren dabei gemeinsam zu kompakten Lipid-DNA Strukturen 
(Liposomen). Die Fusion der Aggregate mit der hydrophoben Zellmembran f￿hrt dann 
vermutlich durch Endozytose zur Aufnahme der DNA in die Zellen. 
 
Zur Transfektion neonataler Kardiozyten wurde das kationische Lipid Lipofektin
TM 
(Invitrogen) verwendet. Lipofektin entspricht einer 1:1 (w/w) Liposomen-Formulierung der 
kationischen Lipide DOTMA und DOPE mit einer positiven Ladung/Molek￿l. Es eignet sich 
zur Transfektion von DNA (Felgner et al., 1987), von RNA (Malone et al., 1989) sowie von 
Oligonukleotiden (Chiang et al., 1991) in verschiedene Zelltypen. F￿r eine effiziente 
Transfektion war eine Optimierung von Lipid- und DNA-Konzentrationen mit den 
entsprechenden Zielzellen bei der gew￿nschten Plattierungsdichte notwendig. Au￿erdem   46
wurde vom Hersteller auf die Verwendung von serumfreiem Medium hingewiesen, da die im 
Serum enthaltenden sulfatisierten Proteoglykane und andere Proteine mit der DNA um die 
Bindung an die kationischen Lipide kompetitieren. Auf den Zusatz von Antibiotika sollte 
ebenfalls verzichtet werden, da dies zu vermehrter Zelltoxizit￿t f￿hren k￿nnte.  
 
F￿r die Transfektion neonataler Kardiozyten erwies sich das Verh￿ltnis von 10 ￿g DNA zu 
45￿l Lipofektin bei einer Plattierungsdichte von 0,8 x 10
6 Zellen/35 mm Kulturschale als 
geeignet, um eine durchschnittliche Transfektionseffizienz von 1% zu erreichen. H￿here 
Transfektionsausbeuten wurden mit dieser Methode nicht erzielt. 
 
Pro Transfektionsansatz wurden 10 ￿g DNA und 45 ￿l Lipofektin in jeweils 100 ￿l 
Transfektionsmedium (s. Kap. 1.10) in Mikroreaktionsgef￿￿en 30-45 min bei RT getrennt 
inkubiert. Die Vorinkubation von Lipofektin im Transfektionsmedium sollte die Aktivit￿t des 
Reagenz erh￿hen. Anschlie￿end wurde die DNA-haltige L￿sung in 12- bzw. 24-Loch 
Kulturschalen (Polystyren) ￿berf￿hrt. Die Lipofektin-L￿sung wurde dazugegeben, der Ansatz 
durchmischt und f￿r weitere 15 min bei RT inkubiert. Nach der Komplexierung von DNA und 
Lipofektin wurden jeweils 800 ￿l Transfektionsmedium zu den Ans￿tzen hinzupipettiert und 
kurz gemischt. Vor der Zugabe der Transfektionsans￿tze wurden die Zellen mit 1 ml 
erw￿rmtem Medium gewaschen. Nach 6 h Inkubation wurde das Transfektionsmedium 
aspiriert, die Zellen wurden erneut mit jeweils 1 ml Medium gewaschen und f￿r weitere 48 h 
bei 37￿C in Wachstumsmedium (5% FKS) kultiviert. F￿r weitere proteinbiochemische 
Experimente wurden die transfizierten Kardiozyten mit einem Lysepuffer (50 mM Tris-HCl 
pH 7,4; 150 mM NaCl; 1% Igepal-CA 630; 0,5% Natriumdeoxychelat; 0,1% SDS; 1mM 
PMSF) geerntet. Hierf￿r wurden die Zellen zun￿chst einmal mit 1 ml eiskaltem PBS (1x) 
gewaschen. Anschlie￿end wurden jeweils 65 ￿l Lysepuffer in die Kulturschalen (35 mm) 
gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber von der Schale gel￿st. Die Zellysate wurden 
sofort in fl￿ssigem Stickstoff eingefroren und bei -80￿C gelagert. 
 
 
2.12 ß-Galaktosidase  Reportergen-Nachweis 
 
Der Nachweis der Expression des bakteriellen Reportergens β-Galaktosidase in transfizierten 
neonatalen Kardiozyten erfolgte durch eine histochemische in situ F￿rbung der Zellen mit 
dem unphysiologischen chromogenen Substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-
thiogalaktosid) (Edlund, 1985). Die Hydrolyse von X-Gal durch das Enzym β-Galaktosidase   47
f￿hrt zur Bildung eines unl￿slichen Indigofarbstoffes und f￿rbt Zellen, die das Protein 
exprimieren, blau. Dieses Verfahren diente der Optimierung und Ermittlung der 
Transfektionseffizienz in neonatalen Kardiozyten. 
 
Zun￿chst wurden die Zellen zweimal mit 1 ml PBS (1x) gewaschen. Pro Schale (∅  3,2 cm) 
wurde 1 ml einer 0,2%igen Glutaraldehydl￿sung (0,1 M NaH2PO4, pH 7,0; 1 mM MgCl2; 
0,25% Glutaraldehyd) zur Fixierung zugegeben. Nach 15 min Inkubation bei RT wurde die 
Fixierl￿sung entfernt und die Zellen dreimal mit jeweils 1 ml PBS (1x) gewaschen. Danach 
wurde zur F￿rbung der transfizierten Zellen pro Kulturschale 1 ml X-Gal-L￿sung (0,2% 
X-Gal in Dimethylformamid; 1 mM MgCl2; 150 mM NaCl; 3,3 mM K4Fe(CN)6 x 3 H2O; 
3,3 mM K3Fe(CN)6; 10 mM NaH2PO4) zugegeben. Die zu f￿rbenden Zellen wurden bei 37￿C 
im CO2-Brutschrank f￿r 3-12 h inkubiert. Danach wurde die X-Gal-L￿sung entfernt und 
durch PBS (1x) ersetzt. Die blau gef￿rbten Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop 
ausgez￿hlt. Die Auswertung dieser Versuche wurde durch die Anzucht der Zellen auf Schalen 
mit gerasterten B￿den (160 Quadrate mit je 2 mm Kantenl￿nge) erleichtert. Die Platten 
konnten nach dem F￿rben f￿r einige Wochen bei 4￿C aufbewahrt werden. 
 
 
2.13 Proteinbiochemische  Methoden 
 
2.13.1  Proteinbestimmung im Zellysat nach Bradford 
 
Zur Bestimmung des Proteingehaltes in klaren Zellysaten wurde die kolorimetrische Methode 
von Bradford (1976) angewandt. Das Verfahren eignet sich f￿r die Bestimmung von 
Proteinmengen von 1-10 ￿g und basiert auf der photometrischen Quantifizierung der Bindung 
eines Farbstoffes, Coomassie Brilliant Blau G-250, an ein unbekanntes Protein. Die 
Komplexbildung von Farbstoff und Protein f￿hrt zur Verschiebung des Absorptionsmaximum 
des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm. Vergleicht man die Verf￿rbung der zu ermittelnden 
Probe mit der Blauf￿rbung einer Verd￿nnungsreihe bekannter Konzentration, l￿￿t sich die 
Menge an Protein in der Probe bestimmen. 
 
3-5 ￿l klares Lysat wurde mit NaCl (0,15 M) auf ein Volumen von 100 ￿l aufgef￿llt. Der 
Ansatz wurde mit 1 ml Bradford-L￿sung (0,01% Coomassie Brilliantblau G-250; 5% Ethanol; 
8,5% Phosphors￿ure) gemischt und f￿r 4-5 min bei RT inkubiert. In Abh￿ngigkeit von der 
Proteinkonzentration trat eine Blauf￿rbung der L￿sung ein. Die Proteinkonzentrationen der   48
Proben wurden gegen einen Kontrollwert (100 ￿l 0,15 M NaCl auf 1 ml Bradford-L￿sung) in 
einem Photospektrometer (Amersham Pharmacia) bei einer Wellenl￿nge von 595 nm 
gemessen. Um die ermittelten Absorptionswerte mit der Proteinkonzentration im Lysat zu 
korrelieren, wurden BSA-L￿sungen bekannter Konzentration (0,5-10 µ g/ml) hergestellt. Mit 
Hilfe der ermittelten Absorptionswerte der BSA-L￿sungen wurde eine Kalibrierungskurve 
erstellt. 
 
2.13.2  Eindimensionale denaturierende SDS-Gelelektrophorese von Proteinen 
 
Die SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) dient der Separation eines komplexen 
Gemisches von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht. Durch die Komplexierung 
mit SDS erhalten die Proteine eine negative Ladung und wandern in einem vertikalen System 
zur Anode. Die verwendeten Polyacrylamidgele bestehen aus einem Trenngel, das von einem 
Sammelgel ￿berlagert wird. Im Sammelgel werden die verschiedenen Proteine zun￿chst 
konzentriert. Nach der Elektrophorese k￿nnen die Proteingele auf verschiedene Weise 
weiterbearbeitet und analysiert werden, u.a. mit Hilfe von Western Blot Analysen oder durch 
die F￿rbung mit Proteinfarbstoffen. 
 
Vor der Elektrophorese wurden die in den Zellysaten enthaltenden Proteine 10 min bei 100￿C 
in 4x SDS-Probenpuffer (200  mM Tris-HCl, pH 6,8; 12% SDS; 12% β-Mercaptoethanol 
(37%); 40% Glycerin; 0,4% Bromphenolblau) denaturiert und solubilisiert. Die 
Elektrophorese erfolgte in vertikalen Gelsystemen (Minigele). Die Konzentration der Proteine 
erfolgte in 5% Sammelgelen (5% Acrylamid-Mix (29:1)), 1 M Tris-HCl, pH 6,8; 10% SDS, 
10% APS; 0,08% TEMED) bei einer Stromst￿rke von 20 mA, w￿hrend die Auftrennung der 
Proteine in 6% oder 8% Trenngelen (6% bzw. 8% Acrylamid-Mix (29:1); 1,5 M Tris-HCl, pH 
8,8; 10% SDS; 10% APS; 0,08% TEMED) bei einer Stromst￿rke von 30-40 mA f￿r ca. 3 h 
durchgef￿hrt wurde. Als Elektrodenpuffer diente 1x Tris-Glycin/SDS-Puffer (5 mM Tris; 
50 mM Glycin; 0,02% SDS). Die Proteingele wurden entweder in einer ￿Coomassie-Blau￿-
L￿sung (Sambrook et al., 1989) angef￿rbt oder auf Nitrozellulosefilter transferiert (s. Kapitel 
2.13.3). 
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2.13.3  Protein-Transfer (Western Blot) 
 
Der Transfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf Nitrozellulosefilter (Towbin et al., 1979) 
wurde sowohl mit Hilfe des ￿Semidry￿-Verfahrens (Transferapparatur S&S CarboGlas, 
Schleicher & Schuell) als auch als Elektrotransfer mit Hilfe einer ￿Mini-Trans Blot￿-Kammer 
(BioRad) durchgef￿hrt. Der ￿Semidry￿ Proteintransfer erfolgte innerhalb eines dis-
kontinuierlichen Puffersystems, wobei sich das Proteingel zwischen pufferges￿ttigten 
Blotting-Papieren (Whatman 002; Schleicher & Schuell) befand, die in Kontakt mit den 
Elektroden standen. Da sich die Elektroden nah beieinander befinden entstehen hohe 
Feldst￿rken, die einen schnellen Transfer erm￿glichen. Das Elektroblotting hingegen vollzieht 
sich in vertikaler Orientierung innerhalb eines kontinuierlichen Puffersystems. Das Gel 
befand sich in diesem Fall in einem Tank zwischen 2 gro￿en Elektrodenschalen, vollst￿ndig 
umsp￿lt von Transferpuffer. 
 
￿Semidry￿-Transfer: 
Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die SDS-Gele f￿r einige Minuten in Puffer 1 (s. 
Kapitel 1.8.3)) inkubiert (Khyse-Andersen, 1984). F￿r den Transfer wurden drei Schichten 
Whatman 002 Filterpapier in Puffer 1 getr￿nkt und auf die Kathode gelegt. Eine Lage 
Filterpapier, getr￿nkt in Puffer 2 (s. Kap. 1.8.3), wurde dar￿ber gelegt. Die in Puffer 2 
angefeuchtete Nitrozellulose, sowie das Proteingel wurden dann darauf geschichtet. Den 
Abschlu￿ bildeten drei in Puffer 3 (s. Kap. 1.8.3) getr￿nkte Lagen Filterpapier. Geblottet 




Der Transfer erfolgte ￿ber Nacht bei einer Spannung von 20 V oder f￿r 1 h bei 100 V mit 
eisgek￿hltem Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Ethanol) im K￿hlraum. 
Zuvor wurden die Gele 30 min im gleichen Puffer ￿quilibriert. 
 
Zur ￿berpr￿fung des Transfers wurden die Filter in einer Ponceau S-L￿sung (0,5% 
Ponceau S, 1% Eisessig) f￿r 5 min bei RT reversibel gef￿rbt. Die F￿rbel￿sung wurde nach 10 
min abgegossen, die Membranen in Wasser gewaschen und entf￿rbt. Das Trennmuster der auf 
dem Filter immobilisierten Proteine war nach dem Entfernen der F￿rbel￿sung in Form von 
roten Banden erkennbar. 
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2.13.4  Antik￿rpernachweis immobilisierter Proteine 
 
Das sog. Immuno-Blotting (Burnette, 1981) dient der Identifizierung und Quantifizierung 
immobilisierter, spezifischer Antigene durch den Nachweis mit polyklonalen oder 
monoklonalen Antik￿rpern. Die Behandlung der Filter mit L￿sungen, die Protein- oder 
Detergenz-Blockierungsreagenzien enthielten, f￿hrte zum Auff￿llen unspezifischer Protein-
bindungsstellen, w￿hrend prim￿re Antik￿rper an spezifische Antigene banden. Bei der 
angewandten indirekten Nachweismethode wurden die gebildeten Antigen-Antik￿rper-
Komplexe anschlie￿end an peroxidase-gekoppelte Sekund￿rantik￿rper gebunden. Der 
eigentliche Nachweis erfolgte mit Hilfe einer Chemilumineszenzreaktion. 
 
Das in dieser Arbeit verwendete Chemilumineszenz-System (ECL+Plus-System, Amersham 
Pharmacia) ist eine nichtradioaktive Methode zum Nachweis spezifischer Antigene konjugiert 
an peroxidase-markierte Antik￿rper. Die Reaktion selbst beruht auf der enzym-vermittelten 
Oxidation eines zyklischen Diacylhydrazids, Luminol (Amersham Pharmacia). Der dabei 
enstehende Acridinester emittiert ￿ber einen langen Zeitraum ein intensives Licht, das auf 
einem R￿ntgenfilm als Schw￿rzung sichtbar gemacht werden kann (Akhaven-Tafti et al., 
1994, 1995). 
 
Zur Minimierung der unspezifischen Bindungsaktivit￿t der immobilisierten Proteine wurden 
die Nitrozellulosefilter zun￿chst in 1x PBS-T (s. Kap. 1.8.3) mit 5% Magermilchpulver ￿ber 
Nacht bei 4￿C sch￿ttelnd inkubiert. Danach wurde das ￿bersch￿ssige Milchpulver durch 
kurzes Schwenken in 1x PBS-T entfernt. Die Blots wurden anschlie￿end f￿r 1 h bei RT mit 
der prim￿ren Antik￿rper-L￿sung inkubiert. Hierf￿r wurde der prim￿re Antik￿rper in 1x PBS-
T mit 1% Milchpulver entsprechend verd￿nnt. F￿r einen 8x8 cm gro￿en Filter wurden ca. 
4  ml Antik￿rper-L￿sung ben￿tigt. Nach der Inkubation mit dem prim￿ren Antik￿rper 
schlossen sich drei Waschschritte von je 15 min in 1x PBS-T an. Die Inkubation der Blots mit 
dem sekund￿ren Antik￿rper erfolgte ebenfalls f￿r 1 h bei RT in 1x PBS-T mit 1% 
Milchpulver. Danach wurden die Blots erneut dreimal mit 1x PBS-T f￿r 15 min gewaschen. 
Wurden bei einem Experiment zwei prim￿re bzw. zwei sekund￿re Antik￿rper verwendet, so 
erfolgte dies in einer L￿sung, d.h. die Blots wurden in einem Schritt gleichzeitig mit dem 
prim￿ren Antik￿rper A und dem prim￿ren Antik￿rper B inkubiert. F￿r den Nachweis der 
protein-gebundenen Antik￿rper wurden die bei RT ￿quilibrierten Detektionsreagenzien A und 
B des ECL+Plus-Detektionssystems im Verh￿ltnis 40:1 gemischt. F￿r die o.g. Filtergr￿￿e 
wurden ca. 2 ml Detektionsl￿sung ben￿tigt.   51
F￿r den immunologischen Nachweis von Proteinen wurden die Blots nach dem letzten 
Waschen von ￿bersch￿ssigem Waschpuffer befreit und mit der Proteinseite nach oben auf 
eine Plastikfolie gelegt. Anschlie￿end wurde die Detektionsl￿sung auf die Membranen 
gleichm￿￿ig aufgetragen und 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde ￿bersch￿ssiges 
Detektionsreagenz durch Abtropfen von den Filtern entfernt. Die Blots wurden nun mit der 
Proteinseite nach unten auf eine neue Plastikfolie gelegt, glattgestrichen, um Luftblasen zu 
vermeiden und mit der Proteinseite nach oben in eine R￿ntgenfilm-Kassette gelegt. 
R￿ntgenfilme (Hyperfilm
 ECL, Amersham Pharmacia) wurden auf die Membranen gelegt, 





Die enzymatische Amplifikation von RNA erfolgt unter Verwendung einer reversen 
Transkriptase (Frohman et al., 1988). Die einzelstr￿ngige RNA dient der RNA-abh￿ngigen 
DNA-Polymerase als Matrize und stellt von ihr eine DNA-Kopie her. In einer anschlie￿enden 
PCR wird die cDNA dann vervielf￿ltigt. 
 
Im ersten Schritt wurde die mRNA, isoliert aus der Myektomiegewebeprobe eines Patienten, 
mit einer reversen Transkriptase und dem Primer 891 inkubiert. In dieser Reaktion wurde 
zun￿chst ein DNA-Strang synthetisiert. Anschlie￿end wurde nach Zugabe des Primers 890 
eine PCR-Reaktion durchgef￿hrt. In einer zweiten, sog. ￿nested￿ PCR mit den Primern 928 
und 1311 wurde das DNA-Fragment vervielf￿ltigt. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden 
mit den Restriktionsendonukleasen Sac  I und Hind  III gespalten und in den Vektor 
pBluescript II SK (+/-) kloniert. 
 
In einer weiteren RT-PCR wurde ebenfalls die mRNA aus dem Herzgewebe des Patienten 
und RNA, isoliert aus einem Kontrollherzgewebe, mit einer reversen Transkriptase und dem 
Primer 891 inkubiert. In der anschlie￿enden PCR wurden die Primer 2177 und 2148 
verwendet, wobei der Primer 2177 am 5·Ende biotinyliert war. Die zu verschiedenen Zyklen 
(Zyklen 16, 18, 20 und 22) erhaltenen biotin-markierten DNA-Fragmente wurde 
gelelektophoretisch aufgetrennt, auf eine Nylonmembran (Amersham Pharmacia) 
elektrogeblottet, UV-fixiert (90 s) und mit Hilfe eines Chemilumineszenz-Detektionsprotokoll 
f￿r biotinylierte DNA auf einem R￿ntgenfilm als geschw￿rzte Banden nachgewiesen (s. 
Kapitel 2.17).   52
 
Die genauen Bedingungen f￿r die jeweiligen RT-PCR und PCR Reaktionen sind aus Gr￿nden 
der ￿bersichtlichkeit im Anhang aufgef￿hrt. 
 
 
2.15  in vitro Transkription 
 
Bei diesem Verfahren handelt es sich um die zellfreie RNA-Synthese unter Verwendung 
entsprechend aufbereiteter Zellextrakte, ausgehend von klonierten DNA-Fragmenten. Diese 
stehen unter der Kontrolle eines RNA-Polymerase Promotors und liefern bei der 
Transkription genspezifische RNA im Mikrogrammbereich (Nielsen et al., 1986). 
 
F￿r die in vitro Synthese von mRNA wurden das Riboprobe
  in vitro Transkriptionssystem 
(Promega) sowie T7 RNA-Polymerase (Promega) verwendet. Die Produktion sog. ￿run off￿-
Transkripte definierter L￿nge erforderte die Linearisierung der Plasmid-DNA stromabw￿rts 
vom SV40 Polyadenylierungssignal. Daf￿r wurde das Restriktionsenzym BsaB I verwendet, 
das 11 Bp 3· zum SV40 Polyadenylierungssignal die pCIneo Plasmid-DNA schneidet. Eine 
zweite BsaB I Schnittstelle in der Vektorsequenz lag au￿erhalb des Transkriptionsbereiches 
und war damit ohne Bedeutung. Voraussetzung f￿r eine vollst￿ndige Spaltung der jeweiligen 
cDNA war die Vermehrung der Plasmid-DNA in einem dam
-dcm
--Bakterienstamm, da in 
dam
+ dcm
--St￿mmen die BsaB I Restriktionsschnittstelle methyliert vorliegt und damit vor 
einer Spaltung gesch￿tzt ist. Die cDNA Konstrukte wurden aus diesem Grund im E. coli 
Stamm GM48 angez￿chtet. Je 2 µ g linearisierte Plasmid-DNA bzw. 1 µ g Kontroll-DNA 
(pGEM Express positive control, Bestandteil des Kits) wurden in einem Transkriptionsansatz 
(20  µ l) als Matrize eingesetzt. Im Anschlu￿ an die Transkriptionsreaktion wurde die im 
Reaktionsansatz enthaltene Plasmid-DNA durch eine DNaseI-Behandlung (15 min, 37￿C) 
abgebaut. Zur Entfernung verbliebener Proteine und Salze wurde die RNA in 
Phenol/Chloroform extrahiert, in Ethanol gef￿llt und anschlie￿end in 24 µ l DEPC-H2O 
resuspendiert. Zur ￿berpr￿fung der Gr￿￿en der Transkripte wurden Aliquots der in vitro 
Produkte in einem 1,2%igen Formaldehyd/Agarosegel (s. Kap. 2.7.3) aufgetrennt (Lehrach et 
al., 1977). Die Visualisierung der RNA-Banden erfolgte nach Anf￿rbung mit Ethidiumbromid 
(EtBr) unter UV-Licht. 
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20 ￿l Reaktionsansatz:  4,0 ￿l  Transcription optimized 5x Buffer 
    2,0  ￿l  DTT  (100  mM) 
    0,5  ￿l  Recombinant  Rnasin  Ribonuklease  Inhibitor 
    4,0 ￿l  NTP-Mix (je 2,5 mM) Plasmid (1-2 ￿g) 
1,0 ￿l  T7-RNA Polymerase (17 U/￿l) 
 
 
2.16  in vitro Transkription/Translation 
 
Es handelt sich hierbei um ein biochemisches Verfahren, bei dem DNA bzw. RNA zellfrei in 
vitro translatiert wird (Tabor et al, 1985; Studier et al., 1986). Als zellfreies System dienen 
Zellextrakte aus Weizenkeimen oder aus Retikulozyten vom Kaninchen. In erster Linie wird 
diese Methode zur Verifizierung der Produkte von klonierten Genen verwendet. Es 
erm￿glicht au￿erdem die Analyse mutierter Genkonstrukte. Insbesondere werden Mutationen 
￿berpr￿ft, von denen vermutet wird, das sie ein verk￿rztes Protein hervorrufen (￿Protein 
Truncation Test￿, Promega, 1996). Die synthetisierten Proteine werden anschlie￿end mit 
Hilfe einer Western Blot Analyse charakterisiert. 
 
F￿r die in vitro Translation klonierter MyBP-C cDNA wurde das T7-TNT
ﬁ Quick Coupled 
Transcription/Translation System (Promega) verwendet. Das angewandte System kombinierte 
die  in vitro Transkription mit der Translation in einem Retikulozytenlysat, so da￿ beide 
Reaktionen in einem Ansatz gekoppelt durchgef￿hrt wurden. Um f￿r diese Experimente eine 
m￿glichst RNase-freie DNA zu verwenden, wurde die Plasmid-DNA zun￿chst in 
Phenol/Chloroform extrahiert. Die Reaktionsans￿tze (50 µ l) enthielten jeweils 1 µ g Plasmid-
DNA, 1 mM Methionin und 40 µ l TNT
  Quick Master Mix. Die Reaktionen wurden f￿r 
90 min bei 30￿C inkubiert. 
 
50 ￿l Reaktionsansatz:  TNT Quick Master Mix  40 ￿l 
                  Methionin (1 mM)    1 ￿l 
                 Plasmid-DNA (1 ￿g) 
                 DEPC-H2O  ad    50  ￿l. 
 
Nach der Reaktion wurden die Proben sofort in fl￿ssigem Stickstoff eingefroren und bei 
-80￿C gelagert.   54
2.17  Nachweis biotin-markierter DNA auf Nylonmembranen 
 
Zum Nachweis immobilisierter biotin-markierter RT-PCR Fragmente wurde das ￿Southern-
Light
   und Southern-Star
 ￿ Chemilumineszenz Detektionssystem (Tropix) verwendet. 
Biotin-markierte DNA-Fragmente werden bei dieser Methode indirekt mit einer streptavidin-
gekoppelten Alkalischen Phosphatase (AVIDx-AP
 , Tropix) identifiziert. Bei einer enzyma-
tischen Dephosphorylierungsreaktion des direkten Chemilumineszenzsubstrats CDP-Star
  
durch die DNA-gebundene Alkalische Phosphatase wird Licht mit einer Wellenl￿nge von 
461 nm emittiert. Diese Lichtemissionen entsprechend behandelter DNA-Blots werden auf 
einem R￿ntgenfilm als Schw￿rzungen sichtbar. 
 
Zun￿chst wurden die Nylonmembranen 2x 5 min in Blockierungspuffer (0,5 ml/cm
2) 
gewaschen und dann f￿r 10 min im selben Puffer (1 ml/cm
2) sch￿ttelnd inkubiert. Es folgte 
eine Inkubation von 20 min bei RT mit einer AVIDx-AP Konjugat-L￿sung (5 ml), wobei das 
Konjugat zuvor 1:5.000 in Blockierungspuffer verd￿nnt wurde. Danach wurden die Blots 
mehrmals gewaschen: 1x 5 min in Blockierungspuffer (0,5 ml/cm
2), 3x 5 min in Waschpuffer 
(1 ml/cm
2) und 2x 2 min in Assay Puffer. Anschlie￿end wurden die Blots abgetropft, auf eine 
Plastikfolie gelegt und mit einer CDP-Star ￿Ready-to-use￿ Substrat-L￿sung bespr￿ht und 
5 min inkubiert. ￿bersch￿ssige Substratl￿sung wurde dann entfernt. Die Blots wurden erneut 
in Plastikfolie eingeschlagen und in eine R￿ntgenfilm-Kassette gelegt. R￿ntgenfilme 
(Hyperfilm






Mit Hilfe von fluoreszein-markierten Antik￿rpern k￿nnen Strukturen (Antigene) der Zelle 
sichtbar gemacht werden, da sie im Fluoreszenzmikroskop mit Licht einer spezifischen 
Wellenl￿nge (Quecksilber-Dampflampe oder Laser) zum Leuchten angeregt werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlie￿lich indirekte Immunfluoreszenz-Methoden 
durchgef￿hrt. Das Verfahren erlaubt es, zwei oder mehr Antigene zur gleichen Zeit im 
gleichen Pr￿parat zu erfassen. Dies geschieht durch Fluorochrome, die durch Licht 
verschiedener Wellenl￿nge angeregt werden und Licht unterschiedlicher Wellenl￿nge 
emittieren. Die Nachweismethode ist sehr sensitiv, da eine Signalamplifikation erfolgt, wenn 
mehrere sekund￿re Antik￿rpermolek￿le an ein einzelnes prim￿res Antik￿rpermolek￿l binden.   55
Bei der F￿rbung der transfizierten neonatalen Kardiozyten handelte es sich um 
Doppelf￿rbungen. Zu diesem Zweck wurde die indirekte Immunfluoreszenz-Methode mit der 
indirekten ￿Avidin-Biotin￿ Methode kombiniert. Beim indirekten Nachweis ist der prim￿re 
Antik￿rper, der an das Antigen bindet, unkonjugiert. Er wird durch einen sekund￿ren, gegen 
ihn gerichteten und konjugierten Antik￿rper nachgewiesen. Bei dem Avidin-Biotin Nachweis 
hingegen ist der sekund￿re Antik￿rper biotinyliert. Biotin besitzt eine hohe Bindungsaffinit￿t 
zu dem H￿hnereiwei￿-Glykoprotein Avidin. Dieses kann durch Streptavidin, ein Protein von 
Streptomyces avidinii, ersetzt werden. Streptavidin, konjugiert mit Cy-2 oder Cy-3, bindet in 
einem dritten Schritt an den biotinylierten Sekund￿rantik￿rper. Es kommt zur Verst￿rkung des 
Signals, da mehrere Cy-2 bzw. Cy-3-Streptavidinkomplexe an Biotin (4 Bindungsstellen) 
binden k￿nnen. 
 
2.18.1  F￿rbeprotokoll f￿r die immunzytochemische F￿rbung von Gewebeschnitten eines 
Kontroll-Herzgewebes 
 
Die Objekttr￿ger wurden w￿hrend der Inkubationszeiten in feuchten Kammern aufbewahrt, 
um ein Verdunsten der L￿sungen und ein Ausbleichen zu verhindern. Dies gilt auch f￿r das 
F￿rbeprotokoll 2.18.2. 
 
Tab. 7: Protokoll f￿r die immunzytochemische F￿rbung von Herzgewebeschnitten 
Nr. Arbeitsschritte  Reagenzien  Temp.   Zeit 
1  Fixierung  4 % PFA  RT  4 min 
2  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
3  Blockierung  0,1 % BSA  RT  15 min 
4  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
5  Inkubation  1. Antik￿rper: R76  RT  1 h 
6  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
7  Inkubation  2. Antik￿rper: Biotin-SP-
conjugated  
anti-rabbit IgG 
RT  1 h  
8  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
9  Inkubation  Cy-2 Streptavidin  RT  45 min 
10  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
11 Kernf￿rbung  Propidiumdijodid  RT  10  min 
12  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
13 Eindecken    Mowiol  RT   
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2.18.2  F￿rbeprotokoll f￿r die immunzytochemische F￿rbung von transfizierten neonatalen 
Kardiozyten 
 
Tab. 8: Protokoll f￿r die immunzytochemische F￿rbung von Kardiozyten 
Nr. Arbeitsschritte  Reagenzien  Temp.   Zeit 
1  Fixierung  4 % PFA  RT  4 min 
2  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
3  Permeabilisierung  0,05 % Triton-X  RT  25 min 
4  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
5  Blockierung  0,1 % BSA  RT  15 min 
6  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
7 Inkubation  1.  Antik￿rper:anti-c-myc, 
9E10 
4￿C ￿  N 
8  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
9 Inkubation  2.  Antik￿rper:  Biotin-SP 
conjugated anti-mouse 
RT 3  h 
10  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
11  Inkubation  Cy-2 Streptavidin  RT  2 h 
12  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
13 Inkubation  1.  Antik￿rper: 
anti-Titin, z1z2 
4￿C ￿  N 
14  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
15  Inkubation  2. Antik￿rper: Rhodamin-
conjugated anti-rabbit IgG
RT 2  h 
16  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
17  Kernf￿rbung   Toto  RT  10 min 
18  Sp￿len  PBS  RT  3 x 3 min 
19 Eindecken    Mowiol  RT   
 
Die Seitenw￿nde der Plexiglaskompartimente wurden nach Schritt 13 entfernt. Die in Schritt 
17 durchgef￿hrte Kernf￿rbung wurde nicht bei allen Pr￿paraten durchgef￿hrt. 
 
Fixierung mit 4 % PFA (Paraformaldehyd) 
Aldehydfixierung f￿hrt zu einer Quervernetzung von Amino-, Amido- und anderen Gruppen. 
Sie bewirkt eine gute Strukturerhaltung. 
 
Permeabilisierung mit 0,05 % Triton-X 
Triton-X bewirkt die Durchl￿ssigkeit der Zellmembran. Dies ist Voraussetzung f￿r eine 
effiziente Diffusion der Antik￿rper in die Zelle. Au￿erdem werden durch das Detergenz 
hydrophobe Interaktionen zwischen den Antik￿rpern und Zellen verhindert. 
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Herabsetzung der unspezifischen Bindung mit 0,1 % BSA 
BSA wird eingesetzt, um freie reaktive Gruppen abzus￿ttigen und dadurch m￿gliche 
Hintergrundreaktionen des Antik￿rpers zu minimieren. 
 
Inkubation der Kardiozyten mit dem Prim￿rantik￿rper 
Die prim￿ren Antik￿rper wurden mit Inkubationspuffer verd￿nnt und die Zellen mit je 400 µ l 
dieser L￿sung beschichtet. 
 
Inkubation der Kardiozyten mit den Sekund￿rantik￿rpern bzw. Detektionsreagenzien 
Die Verd￿nnung dieser Substanzen erfolgte in der gew￿nschten Konzentration in PBS, 
pH 7,4. Die Pr￿parate wurden mit je 400 µ l Kammer bzw. 800 µ l/Objekttr￿ger ￿berschichtet. 
 
Eindecken der Pr￿parate 
Ein mit Mowiol bestrichenes Deckgl￿schen wurde auf den noch feuchten Objekttr￿ger gelegt 
und leicht angedr￿ckt, so da￿ m￿gliche Luftblasen zum Rand entweichen konnten. Die 
Objekttr￿ger wurden im K￿hlschrank bei 4￿C aufbewahrt. Das Mowiol polymerisiert dabei 
aus und die Pr￿parate werden vor dem Ausbleichen gesch￿tzt. 
 
 
2.19  Konfokale Lasermikroskopie und Bildverarbeitung 
 
Das Prinzip der konfokalen Mikroskopie beruht auf drei grundlegenden Merkmalen 
(Lichtman, 1994): 
1.  Es wird nur ein sehr kleines Areal beleuchtet. 
2.  Das von dem Areal emittierte Licht wird auf die ￿ffnung einer brennpunktgleich 
(konfokal) ausgerichteten Blende fokussiert. 
3.  Das Pr￿parat wird im Rasterverfahren abgetastet. 
Aufgrund dieser Eigenschaften liefert ein konfokales Mikroskop ein hochaufgel￿stes Bild in 
einer beliebigen Ebene des Pr￿parates. 
Die Laserstrahlen, die urspr￿nglich aus einer Lochblende kommen und der Anregung der 
Fluoreszenz dienen, werden zun￿chst durch einen Spiegel in ein Objektiv gelenkt. Dieses 
b￿ndelt das Laserlicht auf einen Punkt in der gew￿nschten Tiefe des Pr￿parates. Das von dort 
emittierte Licht wird vom Objektiv erfa￿t und durch einen Spiegel auf die ￿ffnung einer 
weiteren Lochblende fokussiert, hinter der sich der Detektor befindet. Hierbei dient der zweite 
Spiegel als Strahlenteiler und die zweite Lochblende als konfokale Blende. Diese ist f￿r eine   58
scharfe Abbildung entscheidend, da unerw￿nschtes Streulicht abgeschirmt wird. Zur 
Wiedergabe einer kompletten Fl￿che wird der Laserlichtstrahl im Rasterverfahren sehr schnell 
￿ber das Pr￿parat bewegt. W￿hrend dieser Rasterung in der Z-Ebene (Tiefe) entsteht eine 
Serie von Schichtbildern. Diese digitalen optischen Schnitte wurden auf eine Octane-
Workstation zur weiteren Bearbeitung ￿bertragen. Mit dem Software Programm Imaris wurde 
eine Art der Bilddokumentation, der sog. ￿extended focus￿ erstellt. Die in der Z-Ebene 
aufgenommenen Einzelschnitte werden hierbei in einer Fokusebene abgebildet, wobei f￿r 
jeden Punkt im Endbild der gr￿￿te Helligkeitswert aus allen Schnitten ausgew￿hlt und 
dargestellt wird. Weiterhin wurden Schattenprojektionen erstellt, die einen dreidimensionalen 
Eindruck vermittelten. Im Programm ￿Selima￿ wurden die erstellten Bilder gespeichert und 
dokumentiert. Die Bilder wurden mit dem Graphikprogramm Adobe
  Photoshop 





Die einzelnen R￿ntgenfilme wurden mit einer CCD Kamera aufgenommen und als TIF-Datei 
gespeichert. Mittels der Bio-Profil
  Image Analysis Software (LTF Labortechnik) wurde die 
Schw￿rzungsintensit￿t der Proteinbanden auf den R￿ntgenfilmen von MyBP-C und Aktin in 





Aus den einzelnen Werten von Me￿reihen wurde der Mittelwert gebildet und der 
Standardfehler (SEM, ￿standard error of mean￿) berechnet. Zum Vergleich der Mittelwerte 
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgef￿hrt (ANOVA). Waren die 
Voraussetzungen daf￿r nicht gegeben, wurden die Gruppen mit dem Kruskal-Wallis und 




1  Klinische und genetische Analyse einer Familie mit hypertropher 
Kardiomyopathie 
 
Die aus einer vorausgegangenen Untersuchung einer Familie mit hypertropher Kardio-
myopathie erhaltenen Daten dienten als Grundlage der vorliegenden Arbeit (Moolman et al., 
2000). Insgesamt 49 Mitglieder einer gro￿en Familie (Familie EA, Abbildung 3) wurden 
sowohl einer genetischen als auch einer klinischen Analyse unterzogen. Die Untersuchungen 
beziehen sich dabei auf die Generationen III-V. ￿ber Generation I liegen keine Daten vor. 
Innerhalb der zweiten Generation standen keine lebenden Mitglieder f￿r eine Untersuchung 
zur Verf￿gung. Die in dieser Generation als Gentr￿ger vermuteten Personen waren 
bekannterma￿en herzkrank. Weitere Details sind ￿ber Generation II nicht bekannt. Die 
klinische Identifizierung der Indexpatientin (IV-20) mit den in der Einleitung beschriebenen 
typischen Symptomen einer hypertrophen Kardiomyopathie, in Verbindung mit einer 
Obstruktion der linksventrikul￿ren Ausflu￿bahn, erfolgte im Alter von 46 Jahren. Der 
Krankheitsverlauf der Indexpatientin erforderte als therapeutische Ma￿nahme eine operative 
Myektomie. Das Gleiche gilt f￿r den Bruder der Probandin (IV-22), der im Alter von 38 
Jahren die ersten HCM Symptome entwickelte. Innerhalb der Familie sind zwei F￿lle von 









1         2
 1  2  3  4 5 6 7 8 9 10 11 12
 1  2 3  4  5  6  7  8 9  10  11  12  13  14  15  16  17  18  19 2 0  2 1  22  23  24
 1  2  3  4  5  6  7 8 9   10   11   12   13   14   15   16  17   18   19   20   21  22   23   24  25   26   27   28   29  30  31   32  33   34  35   36 
 2    1    
Abbildung 3: Stammbaum der Familie EA. Kreise symbolisieren weibliche und Quadrate m￿nnliche 
Familienmitglieder. Die Symbole verstorbener Familienmitglieder sind durch einen diagonalen Strich 
gekennzeichnet. Symptomatische Gentr￿ger sind durch schwarz ausgef￿llte Symbole dargestellt, 
w￿hrend schraffierte Zeichen asymptomatische Gentr￿ger markieren. Die Familienmitglieder II-6 und 
IV-9 starben infolge eines pl￿tzlichen Herztodes. Der rote Pfeil markiert die Indexpatientin. Der gr￿ne 
Pfeil weist auf den Spender der Myektomiegewebeprobe hin. 
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1.1  Klinische Charakterisierung der Familie EA 
 
Die klinische Analyse der 49 Familienmitglieder beruhte auf der Anamnese, der k￿rperlichen 
Untersuchung, der Elektrokardiographie sowie der zweidimensionalen Echokardiographie 
und Dopplersonographie. Angaben zur Familiengeschichte ￿ber m￿gliche krankheitsbedingte 
Todesf￿lle innerhalb der Familie dienten der Identifizierung verstorbener Mitglieder, die als 
m￿gliche Gentr￿ger zu diskutieren waren. Anhand der genetischen Analyse wurden 26 von 49 
evaluierten Familienmitgliedern als Gentr￿ger identifiziert. Zus￿tzlich wurde ein im Alter von 
33 Jahren an pl￿tzlichem Herztod verstorbenes Familienmitglied (IV-9) ebenfalls als 
wahrscheinlicher Gentr￿ger definiert. Die klinische Evaluierung f￿hrte, aufgrund der 
unterschiedlichen Ph￿notypen unter den einzelnen Gentr￿gern, zur Einteilung der betroffenen 
Familienmitglieder in drei Gruppen: 37% aller Gentr￿ger zeigten eindeutige Symptome 
hypertropher Kardiomyopathie, w￿hrend 18,5% nur geringf￿gige, milde Symptome im 
Zusammenhang mit HCM aufwiesen und 44,5% als asymptomatisch, ohne klinische HCM 
eingestuft wurden. Die ersten Anzeichen hypertropher Kardiomyopathie traten im Fall der 
symptomatischen Gentr￿ger im Alter von 29 - 68 Jahren auf, im Durchschnitt somit in einem 
Lebensalter von mehr als 44 Jahren. Ebenso zeigte die Krankheit innerhalb der Familie, trotz 
der beiden F￿lle von pl￿tzlichem Herztod, einen im allgemeinen milden Verlauf mit guter 
Prognose. Die ￿berlebensrate der Gentr￿ger im Alter von 50 Jahren betr￿gt > 90%. Diese 
Daten best￿tigen die Beobachtung von relativ sp￿ter Erstmanifestation der HCM-Formen, die 
durch MyBP-C Mutationen verursacht werden (Niimura et al., 1998; Charron et al., 1998). 
Anzumerken ist jedoch im Zusammenhang mit der durchgef￿hrten Familienanalyse: Hat sich 
der Krankheitsph￿notyp erst einmal entwickelt, bestehen auch f￿r Patienten mit der 
beschriebenen Mutation (s. Ergebnisse Kap. 1.2) die Risiken der bekannten HCM 
Komplikationen. Zusammenfassend l￿￿t sich der Ph￿notyp der Krankheit in der untersuchten 
Familie EA durch inkomplette Penetranz und eingeschr￿nkte Expressivit￿t charakterisieren. 
 
 
1.2  Nachweis einer Mutation in genomischer DNA und cDNA des MyBP-C Gens  
 
Die Familie EA eignete sich aufgrund ihrer Gr￿￿e f￿r eine Kopplungsanalyse. Diese f￿hrte 
zur Identifizierung des kardialen Myosinbindungsprotein C Gens (MYBPC3) auf Chromosom 
11 als krankheitsrelevantes Gen. Der Genlokus 11p11.2 (GenBank) war bereits als 
Kandidatengen im Zusammenhang mit HCM bekannt (Bonne et al.,1995; Watkins et al., 
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des Gens bei entsprechenden Analysen festgestellt worden (Carrier et al., 1997). Dies 
erm￿glichte eine gezielte Suche nach Mutationen im humanen kardialen MyBP-C Gen. Im 
Zuge der (hier kurz rekapitulierten) Mutationsanalyse ergab die Fragmentl￿ngenanalyse an 
myokardialer mRNA synthetisierter cDNA, im Falle des Patienten IV-22, eine 
Fragmentl￿ngendifferenz in der Region von Exon 24-26 des MyBP-C Gens (Exon- 
Nummerierung entsprechend Niimura et al., 1998). Durch RT-PCR wurde, wie erwartet, ein 
322 Bp gro￿es Fragment und zus￿tzlich ein um 40 Bp verk￿rztes Fragment (282 Bp) 
nachgewiesen (Abbildung 4). Dies war der erste Hinweis f￿r eine ver￿nderte Sequenz im 
MyBP-C Gen in dieser Region. Die Sequenzierung der klonierten RT-PCR Fragmente f￿hrte 
zur Identifizierung einer Deletion von 40 Bp am 3·Ende von Exon 25. Dieser Befund lie￿ auf 
modifiziertes Splei￿en schlie￿en. Durch die Sequenzierung klonierter genomischer Patienten-
DNA wurde der Nachweis der Insertion eines einzelnen Guanins in Exon 25 (zwischen Codon 
791 und Codon 792) erbracht. Das inserierte Guanin an dieser Position innerhalb der 
genomischen DNA konvertiert die Sequenz AGTGGG in AGGTGGG, eine Sequenz, die 
damit die Qualit￿t einer kryptischen 5·Splei￿-Donor-Stelle hat. Die Basen AG definieren 
dabei das 3·Ende des Exons, w￿hrend die Sequenz GTGGG den Anfang einer 
au￿erplanm￿￿igen Intronsequenz markiert (Abbildung 5). Die Deletion der 40 Bp am 3·Ende 
von Exon 25 ist somit die Folge einer aberrant prozessierten mRNA. Damit verbunden ist eine 
Leserahmenverschiebung, die zu einem 
vorzeitigen Stop-Codon (Codon 808 im 
neuen Leserahmen) in Exon 26 f￿hrt 
(Abbildung 5). Das Ergebnis einer 
vorzeitigen Translationstermination w￿re 
ein um 40 kD verk￿rztes MyBP-C. Dem 
mutierten Protein, mit einer zu 
erwartenden Gr￿￿e von ca. 95 kD, w￿rden 
die C-terminalen Bindungsstellen f￿r 
Myosin und Titin fehlen. 
 
 
Abbildung 4: Fragmentlängenanalyse myokardialer cDNA. Dargestellt ist die interne Verk￿rzung 
myokardialer cDNA, die in der Region von Exon 24-26 des MyBP-C Gens identifiziert wurde. WT, 
Wildtyp-Fragment (322 Bp); verwendet wurde die myokardiale cDNA einer Kontrollperson. MT, 
Wildtyp-Fragment (322 Bp) und verk￿rztes cDNA-Fragment (   , 282 Bp). Die untersuchte cDNA 
wurde an mRNA aus einer Myektomiegewebeprobe des Patienten IV-22 der Familie EA amplifiziert. 
Marker, L￿nge der verwendeten DNA-Marker (in Bp). (Abbildung entnommen aus Moolman et al., 
2000.)   62
Ein verk￿rztes Protein w￿re auch dann zu erwarten, wenn kein modifiziertes Splei￿en 
stattfindet, da eine Leserahmenverschiebung infolge der Insertion nach Bp Position 2.525 zu 
einem Terminationscodon (Codon 832 im neuen Leserahmen) f￿hren kann. Eine derartige 














in Exon 26 infolge einer 
Leserahmenverschiebung




Abbildung 5: Konsequenzen der Insertion eines Guanins in Exon 25 des MYBP-C Gens. Die 
Position der Guanin-Insertion (G) in Exon 25 der genomischen DNA wird durch einen roten Pfeil 
markiert. Durch die Insertion entsteht eine unplanm￿￿ige 5·Splei￿-Donor-Stelle; daraus resultiert die 
Deletion von 40 Bp am 3·Ende von Exon 25 in der zugeh￿rigen mRNA. Das vorzeitige Stop-Codon in 
Exon 26 ist mit einem roten Stern markiert. 
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1.3  Analyse der MyBP-C Expression in Myektomiegewebe 
 
In weiteren Versuchen wurde gepr￿ft, ob ein verk￿rztes MyBP-C in der verf￿gbaren 
Myektomiegewebeprobe des Patienten IV-22 nachweisbar ist. In einer Western Blot Analyse 
mit zwei polyklonalen anti-MyBP-C Antik￿rpern 
(spezifisch f￿r die N-terminalen Proteindom￿nen C0C1 und 
C1C2) wurde jedoch nur das 137 kD gro￿e, native MyBP-
C erkannt. Ein verk￿rztes Protein mit einer Gr￿￿e von 95 
kD war nicht nachweisbar (Abbildung 6). 
Immunhistochemische Untersuchungen des betroffenen 
Herzgewebe lie￿en zudem nur eine normale 
Sarkomerstruktur erkennen (pers￿nliche Mitteilung von 





Abbildung 6: Western Blot Analyse von Gesamtprotein aus der Myektomiegewebeprobe des 
Patienten IV-22.  20  ￿g der Gesamtproteinfraktion wurde auf ein 5%iges SDS-Polyacrylamidgel 
geladen. Die geblotteten Proteine wurden mit einem polyklonalen Kaninchen anti-MyBP-C IgG und 
einem biotinylierten Maus anti-Kaninchen IgG sowie einer Streptavidin-gekoppelten Peroxidase 
nachgewiesen. P, Proteinfraktion, isoliert aus dem Herzgewebe des Patienten IV-22. K, 
Proteinfraktion, isoliert aus einem Kontroll-Herzgewebe. MW entspricht dem Molekulargewicht von 
Markerproteinen (in kD). WT markiert die Position des nativen MyBP-C Proteins (137 kD), w￿hrend 
MT auf die erwartete Position des verk￿rzten Proteins hinweist. (Abbildung entnommen aus Moolman 
et al., 2000.) 
 
 
2  Nachweis des vorzeitigen Stop-Codons in der mRNA des Patienten zum 
Ausschluß einer RNA-Edition 
 
Sowohl die Insertion eines Guanins in Exon 25 auf genomischer Ebene als auch die Deletion 
von 40 Basenpaaren am 3·Ende von Exon 25 auf mRNA Ebene waren bereits anhand von 
Sequenzierungen nachgewiesen (Moolman et al., 2000). Das Vorhandensein des vorzeitigen 
Stops in der Position des Codons 808 innerhalb der mutierten mRNA, hervorgerufen durch 
eine Leserahmenverschiebung infolge der 40 Bp Deletion, war jedoch noch nicht durch eine 
entsprechende Sequenzierung belegt. Die von J. Moolman klonierten und sequenzierten RT-
PCR Produkte schlossen diese Region der cDNA nicht mehr mit ein. Die Existenz dieses 
vorzeitigen Stop-Codons stand au￿erdem zur Diskussion, da ein verk￿rztes MyBP-C im 









Stop-Codons k￿nnte durch eine sog. Edition der mutierten mRNA erkl￿rt werden (Powell et 
al., 1987; Benne, 1990). Bei der RNA-Edition handelt es sich um eine posttranskriptionelle 
Modifikation, die im Rahmen einer Leserasterkorrektur zur Ver￿nderung des mutierten 
Transkripts und somit zur Aufhebung des Stop-Codons gef￿hrt haben k￿nnte. Die Folge w￿re 
ein Protein, das sich in der L￿nge nur durch das Fehlen von 13 Aminos￿uren im Bereich der 
Codons 792-804 vom nativen MyBP-C unterscheiden w￿rde. Dieser Gr￿￿enunterschied von 
ca. 1,43 kD w￿re in der vorgenommenen Western Blot Analyse nicht zu erkennen gewesen. 
 
  WT      CAG TGG GAG CCG CCT GCC TAC GAT GGC GGG CAG CCC ATC CTG GGC TAC
        Q   W   E   P   P   A   Y   D   G   G   Q   P   I   L   G   Y
  MT       CAG                                                      GCT ACA 
        Q                                                        A   T   
   WT      ATC CTG GAG CGC AAG AAG AAG AAG AGC TAC CGG TGG ATG CAG CTG AAC
         I   L   E   R   K   K   K   K   S   Y   R   W   M   Q   L   N
   MT       TCC TGG AGC GCA AGA AGA AGA AGA GCT ACC GGT GGA TGC AGC TGA AC





Abbildung 7: Nachweis des vorzeitigen Stop-Codons in der mutierten mRNA.  Schematische 
Darstellung der WT und mutierten (MT) cDNA Teilsequenzequenz in Exon 25 und 26. 
Gekennzeichnet ist das Codon 791 im nativen Leserahmen und das vorzeitige Stop-Codon (in roter 
Schrift) in Position Codon 808 im neuen Leserahmen. Der deletierte Bereich (40 Bp) ist unterstrichen. 
Durch die Leserahmenverschiebung stehen die folgenden 16 Codons f￿r eine vom WT abweichende 
Aminos￿uresequenz. 
 
Zum Nachweis des vorzeitigen Stop-Codons in der mutierten mRNA des Patienten IV-22 
wurden RT-PCR Produkte kloniert und sequenziert, die die Region von Exon 23 bis Exon 27 
umfassten. F￿r die RT-PCR Reaktion wurde die aus der Myektomiegewebeprobe des 
Patienten IV-22 isolierte RNA (750 ng) verwendet. Die Synthese des ersten cDNA Stranges 
erfolgte in Anlehnung an die Versuche von J. Moolman mit dem Primer 891. Die Synthese 
des Gegenstranges wurde mit dem Primer 890 durchgef￿hrt. In einer zweiten (￿nested￿) PCR 
mit den Primern 928-SacI und 1311-HindIII wurde das RT-PCR Produkt vervielf￿ltigt. Die 
erhaltenen Amplifikate mit einer L￿nge von 495 Bp und 455 Bp wurden ￿ber die mittels PCR 
eingef￿gten Schnittstellen Sac I und Hind III in den Vektor pBluescriptII-SK+  kloniert und 
anschlie￿end in beide Richtungen mit den universellen Sequenzierprimern (M13 Forward und 
M13 Reverse) sequenziert. Die Sequenz des 495 Bp langen Fragmentes (Plasmid pBSII-  65
EWF12) entsprach der cDNA Sequenz des kardialen MyBP-C Gens (Accession Nr.: X84075, 
GenBank). Das 455 Bp lange Fragment (Plasmid pBSII-EMG4) wies die bereits beschriebene 
Deletion der 40 Basenpaare am 3·Ende von Exon 25 auf und au￿erdem 48 Basenpaare 
stromaufw￿rts die erwartete Sequenz des vorzeitigen Stop-Codons (Codon 808 im neuen 
Leserahmen; siehe Abbildung 7 mit einem Ausschnitt aus der 455 Bp langen mutierten cDNA 
Teilsequenz; 16 Aminos￿uren entsprechen nicht mehr der WT-Sequenz). 
 
Mit dem Nachweis der Sequenz des vorzeitigen Stop-Codons in der mutierten mRNA des 
Patienten wurde eine m￿gliche Korrektur des Leserahmens auf mRNA Ebene ausgeschlossen. 
 
 
3  Semiquantitative RT-PCR Analyse der mRNA aus betroffenem Herzgewebe 
 
Als eine weitere Erkl￿rungsm￿glichkeit f￿r die Abwesenheit des verk￿rzten MyBP-Cs im 
Herzgewebe des Patienten wurde der Abbau der mutierten mRNA in Betracht gezogen. 
Diesbez￿glich lieferte die in Kapitel 2 beschriebene ￿nested￿ PCR einen ersten Hinweis. Bei 
dieser Untersuchung wurde durch visuelle Inspektion festgestellt, dass das verk￿rzte RT-PCR 
Produkt am Endpunkt der durchgef￿hrten PCR-Reaktion in geringerem Ausma￿ amplifiziert 
wurde, als das native, nicht mutierte Produkt. Die direkte Ermittlung der jeweiligen WT und 
mutierten Transkriptmengen im Rahmen einer Northern Blot Analyse war jedoch nicht 
m￿glich, da die verf￿gbare Menge an Myektomiegewebe nicht ausreichte, um gen￿gend RNA 
isolieren zu k￿nnen. 
 
Zum relativen Vergleich der Transkriptmengen im Herzgewebe des Patienten IV-22 wurde 
aufgrund der o.g. Gr￿nde eine semiquantitative RT-PCR aus dem Bereich der Exons 24-26 
sowohl mit der aus dem betroffenen Herzgewebe isolierten RNA (750 ng) als auch mit RNA 
(750 ng) aus einem Kontrollherzgewebe durchgef￿hrt. F￿r die Synthese des ersten cDNA 
Stranges wurde der Primer 891 verwendet. Die anschlie￿ende Amplifikation des Erststranges 
erfolgte in einer PCR-Reaktion mit den Primern 2177 und 2148, wobei der Primer 2177 am 
5·Ende biotinyliert war. Nach den Amplifikationszyklen 16, 18, 20 und 22 wurden jeweils 
Proben entnommen und zur Beendigung der Reaktion auf Eis gehalten. Die biotin-markierten 
Amplifikate (8 µ l eines 20 µ l Ansatzes, DNA-Menge ansteigend) der verschiedenen Zyklen 
wurden nach einer gelelektrophoretischen Auftrennung (8%iges PAA-Gel) auf eine 
Nylonmembran elektrogeblottet, UV-fixiert und mittels eines Chemilumineszenz-  66
Detektionsprotokoll f￿r biotinylierte DNA auf einem R￿ntgenfilm als geschw￿rzte Banden 
nachgewiesen (s. Methoden Kap. 2.19). 
 
Die semiquantitative Analyse der biotin-markierten RT-PCR Produkte ergab (Abbildung 8), 
dass das amplifizierte WT cDNA-Fragment schon nach Zyklus 18 zu erkennen war, w￿hrend 
die k￿rzere mutierte cDNA erst bei Zyklus 20 als Bande nachgewiesen wurde. Eine 
densitometrische Auswertung der Bandenst￿rke mit der Bio-Profil
  Image Analysis Software 
(LTF Labortechnik) ergab bei Zyklus 20 eine 5-fache Mengendifferenz (∆  = 4,95) zwischen 
der WT und der mutierten cDNA. Bei Zyklus 22 lag noch eine Mengendifferenz von ∆  = 1,87 
zwischen beiden RT-PCR Produkten vor. Unter der Voraussetzung, dass beide Transkripte 
gleichm￿￿ig effizient amplifiziert wurden, war das mutierte RT-PCR-Produkt bei dieser 
semiquantitativen Analyse unterrepr￿sentiert. Die unterschiedlichen Mengendifferenzen von 
Zyklus 20 und 22 basierten m￿glicherweise darauf, da￿ sich die durchgef￿hrte PCR nach 
Zyklus 20 schon nicht mehr im linearen Bereich befand. Die f￿r Zyklus 20 bestimmte 
Differenz von ∆  = 4,95 ist unter Vorbehalt als realistisch zu betrachten, da rein rechnerisch 
die Zunahme der Konzentration der Amplifikate innerhalb von zwei Zyklen ∆  = 4 ist. Eine 
Aussage ￿ber die tats￿chlichen Mengenverh￿ltnisse der verschiedenen Transkripte war mit 
dieser Analyse allerdings nicht m￿glich (s. Diskussion). 
 
Kontrolle (K)  Patient (P)




Abbildung 8: Nachweis  mutierter mRNA durch semiquantitative RT-PCR Amplifikation 
myokardialer mRNA. K, biotin-markierte RT-PCR Fragmente nach 18, 20 und 22 Zyklen der RT-
PCR. Amplifiziert wurde mRNA aus gesundem Kontrollherzgewebe. P, biotin-markierte RT-PCR 
Fragmente nach 18, 20 und 22 Zyklen der RT-PCR. Die verwendete mRNA wurde aus der 
Myektomiegewebeprobe des Patienten IV-22 isoliert. WT und MT bezeichnen WT und mutierte 
cDNA Fragmente. Es wurden jeweils 8 ￿l der RT-PCR Reaktionsans￿tze (20 ￿l) auf ein 8%iges PAA-
Gel geladen. Der Nachweis der geblotteten, biotin-markierten RT-PCR Produkte erfolgte mit Hilfe des 
Chemilumineszenz-Detektionsprotokolls f￿r biotinylierte DNA. 
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Diese Daten wurden als erster Hinweis auf einen spezifischen Abbau des aberranten 
Transkriptes gedeutet. Die Bearbeitung dieser Problematik war jedoch nicht Schwerpunkt der 
vorliegenden Arbeit. In erster Linie sollte gekl￿rt werden, was mit dem mutierten MyBP-C 
geschieht, wenn es synthetisiert wird: Wird das Protein schnell abgebaut oder wird es in die 




4  Klonierung von Wildtyp und mutierter MyBP-C cDNA 
 
Unter der Voraussetzung, dass die mutierte mRNA im Herzgewebe des Patienten (in 
geringerem Ausma￿, s. Ergebnisse Kap. 3) vorhanden ist, sollten die bereits o.g. 
Fragestellungen bez￿glich der Synthese, ihrem Ausma￿ und des Verbleibs des mutierten 
Proteins sowie m￿gliche Konsequenzen auf die sarkomere Struktur von Kardiozyten mit Hilfe 
von in vitro Experimenten und in in vivo Zellsystemen analysiert werden. 
 
Expressionsanalysen mit entsprechend mutierten MyBP-C cDNAs sollten in nicht-kardialen 
und kardialen Zellen durchgef￿hrt werden. F￿r diese Analysen wurden sowohl die 
vollst￿ndige cDNA des humanen kardialen MyBP-C Gens als auch zwei mutierte cDNA 
Versionen kloniert. In Abbildung 9 sind die erstellten Konstrukte und die entsprechenden 
Proteine schematisch dargestellt. Die als ￿Mutante I￿ (MTI) bezeichnete mutierte cDNA 
enthielt die interne 40 Bp Deletion am 3·Ende von Exon 25 (∆  2.406-2.445) und endete mit 
dem vorzeitigen Stop-Codon 808. Die MTI cDNA simuliert eine intakte mRNA bez￿glich des 
vorhandenen Stop-Codons und sollte in in vitro Systemen und Zellkulturexperimenten zur 
Synthese eines 95 kD gro￿en Fragmentes des MyBP-C Proteins Anla￿ geben. Die als 
￿Mutante II￿ (MTII) bezeichnete mutierte cDNA hingegen spiegelt die real mutierte mRNA 
im Herzgewebe des Patienten IV-22 wider. MTII cDNA unterscheidet sich von der WT 
cDNA auf Sequenzebene nur durch die interne 40 Bp Deletion in Exon 25 (∆  2.406-2.445). 
Aufgrund der Deletion kommt es jedoch zu der o.g. Leserahmenverschiebung (Stop, Codon 
808). Trotz der bestehenden L￿ngenunterschiede kodieren beide cDNAs sowohl MTI als auch 
MTII f￿r dasselbe verk￿rzte MyBP-C. 
 
F￿r  in vitro Transkriptions- bzw. Translationsexperimente und f￿r die Expression in 
eukaryotischen Zellsystemen wurden alle cDNA-Konstrukte in den f￿r h￿here Zellen 
geeigneten Expressionsvektor pCIneo ￿ber die Schnittstellen Xho I/Mlu I (WT/MTII) bzw.   68
Xho I/Sal I (MTI) subkloniert. F￿r die in vitro Transkription bzw. Translation stand in diesem 
Vektor die T7-Promotor Sequenz zur Verf￿gung, w￿hrend die Expression der in den Vektor 
klonierten cDNA in eukaryotischen Zellen unter der Kontrolle der vergleichsweise starken, 
konstitutiven CMV-Enhancer/Promotor Regionen erfolgte. 
 WTmyc
ATG TGA c-myc Epitop
 ATG
 MTImyc
TGA ∆  40 bp
MTIImyc

















Abbildung 9: Schematische Darstellung von c-myc/MyBP-C cDNAs. A) Die kardialen MyBP-C 
cDNAs WTmyc, MTImyc und MTIImyc. Start- und Stop-Codon sowie die Positionen des vorzeitigen 
Stop-Codons und der internen 40 Bp Deletion sind eingezeichnet. Die Bezeichnung myc steht f￿r die 
humane c-myc Epitop-Sequenz (30 Nt = 10 aa), deren Bereich angegeben ist. B) Die exprimierten 
MyBP-C Proteine in Form ihrer modularen Proteinsstruktur. Das kardiale Protein besteht aus 
Immunglobulindom￿nen       und Fibronektindom￿nen       . Das spezifische kardiale ￿MyBP-C motif￿ 
wird durch       symbolisiert. Die C-terminalen Bindungsstellen f￿r Myosin und Titin sind 
unterstrichen und das c-myc Epitop ist eingezeichnet. Der quergestreifte Balken am C-terminalen 
Ende des verk￿rzten Proteins entspricht 16 Codons im neuen Leserahmen, die von der WT 
Aminos￿uresequenz abweichen. 
 
Neben den bereits beschriebenen cDNA Konstrukten (pCIneo-WT, pCIneo-MTI und pCIneo-
MTII) wurde ein Satz von Wildtyp und mutierten cDNA Varianten mit jeweils einer 
zus￿tzlichen humanen c-myc Epitop-Sequenz (Evan et al., 1985; Kolodziej und Young, 1991) 
hergestellt (pCIneo-WTmyc, pCIneo-MTImyc und pCIneo-MTIImyc) (Abbildung 9).   69
4.1  Herstellung der Wildtyp MyBP-C cDNA 
 
Die Klonierung der vollst￿ndigen humanen kardialen cDNA mit der Information f￿r das WT 
MyBP-C (Abbildung 10) erfolgte unter Verwendung der ￿berlappenden cDNA-Fragmente 
C0C1, C1C2, C2C5, C5C8 und C8C10 (freundlichst zur Verf￿gung gestellt von Prof. Gautel, 
London). Die Bezeichnung der Fragmente verweist auf die einzelnen Proteindom￿nen, aus 
denen sich das MyBP-C zusammensetzt (Carrier et al., 1997). Das hei￿t, die cDNA Sequenz 
des Fragmentes C0C1 kodiert f￿r die Proteindom￿nen C0 und C1 usw. Alle cDNA-Fragmente 
befanden sich urspr￿nglich jeweils im selben Vektor (pET-6H) und waren alle ￿ber die 
Schnittstellen Xho I/Mlu I in den Vektor kloniert. 
 











Xho I Kas I 
     (571)
Msc I 
         (1232)
BsiE I 
         (2246)
Bsu36 I 
       (3041)
 
Abbildung 10: Klonierungsschema zur Herstellung der humanen kardialen cDNA des MyBP-C 
Gens. Die zur Klonierung verwendeten Restriktionschnittsstellen sind eingezeichnet. Alle 
￿berlappenden cDNA-Fragmente befanden sich im Vektor pET-6H und wurden beginnend mit C8C10 
sukzessive in den Vektor pET-6H kloniert. Die Klonierungsreihenfolge ist mit einem Pfeil angegeben. 
Die Zahlenangaben in Klammern entsprechen den Bp Positionen innerhalb der MyBP-C cDNA 
(gem￿￿ Accession Nr.: X84705, GenBank). 
 
Die Ligation der einzelnen cDNA Subfragmente erfolgte im Ausgangsvektor pET-6H unter 
Verwendung der Restriktionsschnittstellen Kas  I, Msc I, BsiE I und Bsu36 I. Zur 
vollst￿ndigen cDNA-Klonierung wurde in 3·→ 5·-Richtung kloniert. Der erste Schritt war die 
Zusammenf￿hrung der ￿berlappenden Fragmente C8C10 und C5C8 ￿ber die gemeinsame 
Restriktionsschnittstelle  Bsu36 I. Das daraus entstandene Fragment C5C10 wurde 
anschlie￿end mit C2C5 ￿ber die im ￿berlappenden Bereich befindliche 
Restriktionsschnittstelle BsiE I verbunden. Im n￿chsten Schritt wurden die Fragmente C2C10 
und C1C2 ￿ber die gemeinsame Restriktionsschnittstelle Msc I zu C1C10 zusammengef￿hrt.   70
Das letzte cDNA-Fragment C0C1 wurde schlie￿lich unter Verwendung des 
Restriktionsenzyms  Kas  I mit dem Fragment C1C10 verkn￿pft. Die aus diesen 
Klonierungsschritten hervorgegangene vollst￿ndige MyBP-C cDNA (L￿nge 3.824 Bp) 
erstreckt sich vom Translationsstart ATG (Bp 33-35) bis zum regul￿ren Terminationscodon 
TGA (Bp 3.855-3.857). Die Integrit￿t der Sequenz wurde mit Hilfe von Sequenzierungen 
￿berpr￿ft. Anschlie￿end erfolgte die Umklonierung in den Vektor pCIneo. Die ￿berpr￿fung 




4.2  Herstellung der mutierten cDNA MTI 
 
Die mutierte Variante MTI dieser cDNA mit einer L￿nge von 2.423 Bp wurde in zwei 
aufeinanderfolgenden Klonierungsschritten hergestellt: Das im ersten Klonierungsschritt 
verwendete klonierte, mutierte RT-PCR Fragment (F1) stammte aus einem cDNA-Klon, der 
von J. Moolman hergestellt worden war (Plasmid pBSIa-9, Abbildung 11). Diese cDNA 
entsprach der mutierten mRNA des Patienten der Familie EA, enthielt jedoch nicht den 
Sequenzbereich des vorzeitigen Stop-Codons. Durch die Ligation eines 34 Bp langen 
Abschnitts in Form eines doppelstr￿ngigen Oligonukleotids (F2) wurde das mutierte RT-
PCR-Fragment ￿ber die Restriktionsschnittstelle Hha I hinaus in 3· Richtung verl￿ngert und 
endete mit dem vorzeitigen Stop Codon 808, gefolgt von einer Sal I Schnittstelle. In einem 
zweiten Klonierungsschritt entstand schlie￿lich die cDNA MTI durch Ligation des 
5·endst￿ndigen WT Xho I/Acc I-cDNA Fragmentes (F3) mit dem Acc I/Sal I-Fragment (F4). 
 
 
4.3  Herstellung der mutierten cDNA MTII 
 
Die Klonierung der mutierten cDNA MTII (Abbildung 12) beruhte auf dem Austausch eines 
internen 294 Bp langen Acc I/Acc I-Fragmentes (Bp 2.276-2.570) der Wildtyp cDNA gegen 
ein 254 Bp langes Acc I/Acc I-Fragment, das aus dem in Kapitel 2 beschriebenen mutierten 
RT-PCR Fragment (pBSII-EMG4) herausgeschnitten wurde. Das Acc I/Acc I Subfragment 
(F6, Abbildung 12) (Bp 2.276-2.570, mit einer Deletion von Bp 2.406-2.445) enthielt das 
vorzeitige Stop Codon 808.   71
5´CA AGA AGA AGA AGA GCT ACC GGT GGA TGC AGC TGA G 3´
3´G CGT TCT TCT TCT TCT CGA TGG CCA CCT ACG ACT CAG CTC GAC 5´
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Abbildung 11: Klonierungschema zur Herstellung des mutierten cDNA Konstruktes MTI.  Die 
einzelnen Klonierungsschritte sind in Kapitel 4.2 erl￿utert. 
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mutierte MyBP-C cDNA MTII (3.784 Bp)
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Abbildung 12: Klonierungsschema zur Herstellung der mutierten cDNA MTII.  Das Konstrukt 
pCIneo-WT wurde mit Acc I geschnitten, um den MyBP-C Sequenzbereich von Bp Position 2.276-
2.570 zu entfernen und das Fragment F5 zu erhalten. Ebenso wurde das Plasmid pBSII-EMG4 mit 
Acc I gespalten, und es wurde ein 254 Bp langes Acc I/Acc I Fragment isoliert, das dem mutierten RT-
PCR Fragment entspricht (F6). Dieses Fragment enthielt neben dem Deletionsbereich das vorzeitige 
Stop-Codon 808. Das Fragment F6 wurde ￿ber die Acc I Klonierungsstellen in den Vektor F5 kloniert. 
 
 
4.4  Einführung eines c-myc Epitops 
 
Die Analyse der subzellul￿ren Lokalisierung von transient exprimiertem humanem MyBP-C 
in transfizierten, neonatalen Kardiozyten erforderte die Einf￿hrung eines sog. ￿epitope tags￿ 
(Kolodziej und Young, 1991) in die N-terminale proteinkodierende Sequenz der drei MyBP-C 
cDNA Varianten WT, MTI und MTII. Die antigenische Determinante wird bei dieser Technik   73
des ￿epitope tagging￿ von einem spezifischen Antik￿rper erkannt und gebunden und 
erm￿glichte auf diese Weise eine Unterscheidung zwischen dem endogenen MyBP-C und 
dem rekombinanten, exogenen c-myc/MyBP-C Fusionsprotein. Bei der inserierten DNA 
handelte es sich um die Sequenz (5·-GAG CAA AAG CTC ATT TCT GAA GAG GAC 
TTG-3·), die f￿r das 9E10 Peptidepitop (EQKLISEEDL, Aminos￿urereste 410-419) des 
humanen c-myc Proteins kodierte (Evan et al., 1985). Das mit dem MyBP-C fusionierte 
c-myc Epitop f￿hrt, soweit bekannt, zu keiner Beeintr￿chtigung der Funktion und der nativen 
Konformation des rekombinanten Proteins (Flavigny et al., 1999; Yang et al., 1998, 1999). 
 
Die c-myc Epitop-Sequenz wurde ￿ber eine PCR in die cDNA eingef￿hrt (exemplarisch 
dargestellt am Beispiel der WT cDNA, Abbildung 13). F￿r die PCR wurde neben der WT 
cDNA als Matrize der 5·modifizierte Primer 1504 und der interne Primer 1503 verwendet. 
Der Primer 1504 enthielt an seinem 5·-Ende die Restriktionsschnittstellen Nhe I und Xho I, an 
die sich ein ATG Start-Codon und die c-myc Epitop-Sequenz anschlossen. Auf die Epitop-
Sequenz folgte die MyBP-C cDNA, beginnend mit Bp 36-56. Diese Sequenz entspricht den 
Codons 2-8 des humanen MyBP-C Gens. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit den 
Restriktionsendonukleasen  Xho  I und Kas  I gespalten (F7, Abbildung 13). Die cDNA 
Konstrukte WT, MTI und MTII wurden ebenso vollst￿ndig mit Xho I und partiell mit Kas I 
gespalten. Die daraus entstandenen 3·endst￿ndigen Xho  I/Kas  I Plasmidfragmente (F8) 
wurden isoliert. Durch die Ligation der 5·endst￿ndigen c-myc/MyBP-C PCR-Fragmente (F7) 
mit den jeweiligen 3·endst￿ndigen Plasmidfragmenten (F8) wurden die cDNA Konstrukte 
pCineo-WTmyc, pCineo-MTImyc und pCineo-MTIImyc kloniert. 
 
Die erstellten Konstrukte dienten als Matrize f￿r die Synthese der WT und mutierten 
c-myc/MyBP-C Fusionsproteine (WTmyc, MTImyc und MTIImyc, bereits schematisch 
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Insertion der c-myc Epitop-Sequenz in die MyBP-C 
cDNA Sequenz am Beispiel der Wildtyp cDNA. Eingezeichnet sind die Positionen der verwendeten 
Primer 1504 und 1503. Das c-myc/MyBP-C PCR-Fragment (F7) wurde mit den Enzymen Xho I und 
Kas  I gespalten. Die WT cDNA wurde mit denselben Enzymen geschnitten, und es wurde ein 
Xho I/Kas I Vektorfragment isoliert (F8). Dem Vektorfragment fehlten die ersten 538 Bp der MyBP-C 
cDNA Sequenz. Durch Ligation des c-myc/MyBP-C PCR-Fragmentes (F7) mit dem 3·endst￿ndigen 
Vektorfragment (F8) ￿ber die gemeinsamen Klonierungsschnittstellen Xho I und Kas I wurde die 
cDNA MTIImyc hergestellt. 
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5  Überprüfung der klonierten MyBP-C cDNAs durch in vitro Transkription/ 
Translation 
 
Die in vitro Transkription und die gekoppelte in vitro Transkription/Translation der klonierten 
cDNA Konstrukte dienten als Vorversuche f￿r die in vivo Expressionsanalysen in 
transfizierten nicht-kardialen und kardialen Zellen. Anhand dieser Versuche wurden die 
Transkriptl￿ngen der klonierten cDNAs und die Eignung der hergestellten mRNAs zur 
Synthese von WT und mutierten MyBP-C Proteinen untersucht. Insbesondere war zu pr￿fen, 
ob in der MTII cDNA das vorzeitige Stop-Codon korrekt erkannt wird und zur Synthese eines 
verk￿rzten MyBP-Cs f￿hrt. 
 
 
5.1  Analyse der Transkriptgrößen in vitro synthetisierter MyBP-C mRNAs 
 
F￿r die in vitro Synthese der WT und mutierten MyBP-C Transkripte wurden das Riboprobe
  
in vitro Transkriptionssystem sowie T7 RNA-Polymerase verwendet (s. Methoden Kap. 2.15). 
In einem Standard-Transkriptionsansatz (20 µ l) wurden je 2 µ g linearisierte Plasmid-DNA 
bzw. 1 µ g Kontroll-DNA (pGEM Express positive control, Bestandteil des o.g. Kits) 
eingesetzt. Zur ￿berpr￿fung der Gr￿￿en der Transkripte wurden Aliquots der zuvor mit 
DNase behandelten Ans￿tze in einem 1,2%igen Formaldehyd/Agarosegel analysiert. 
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Abbildung 14: Größen von in vitro synthetisierter MyBP-C mRNA. A) in vitro Transkripte der 
cDNAs WT, MTI und MTII. B) in vitro Transkripte der cDNAs WTmyc, MTImyc und MTIImyc. 
1,2%ige Agarose/Formaldehydgele wurden in A) mit je 1 ￿g RNA pro Transkriptionsreaktion beladen 
und in B) mit je 3 ￿g RNA pro Reaktionsansatz. K, Kontrolltranskripte, die gleichzeitig als 
Gr￿￿enmarker (1,0 kb und 2,3 kb) dienten. Die Gr￿￿e der nachgewiesenen Transkripte (in kb) wurde 
anhand der Kontrolltranskripte ermittelt. Die Position der Banden (gekennzeichnet mit Pfeilen) 
entspricht den erwarteten Gr￿￿en von 4,1 kb (WT/WTmyc bzw. MTII/MTIImyc) und 2,7 kb 
(MTI/MTImyc).   76
In Abbildung 14 sind die Resultate von zwei separat durchgef￿hrten Transkriptionsversuchen 
dargestellt. In Abb. 14A) sind die Ergebnisse f￿r cDNAs ohne, und in Abb. 14B) f￿r cDNAs 
mit c-myc Epitop gezeigt. Die unterschiedlichen Bandenst￿rken in Abb. 14A) und 14B) 
beruhen auf unterschiedlich analysierten RNA-Mengen ((A): analysierte RNA-Menge von je 
1  µ g; (B): analysierte RNA-Menge von je 3 µ g). Die in vitro Transkription der cDNA 
Konstrukte WT, MTI und MTII bzw. WTmyc, MTImyc und MTIImyc zeigte bei visueller 
Inspektion keine oder nur geringe Unterschiede in den jeweiligen Transkriptmengen 
(Abbildung 14). Die Gr￿￿enunterschiede entsprachen der Erwartung: WT bzw. WTmyc und 
MTII bzw. MTIImyc ergaben jeweils ein Transkript von ca. 4,1 kb und MTI bzw. MTImyc 
ein ca. 2,7 kb gro￿es Transkript. 
 
 
5.2  in vitro Synthese verkürzter MyBP-Cs 
 
F￿r die in vitro Synthese von MyBP-C in verschiedenen Versionen wurde das T7 TNT
  
Quick Coupled Transcription/Translation System benutzt (s. Methoden Kap. 2.16). Dieser Kit 
kombiniert die Bestandteile der in vitro Transkription mit der Translation in einem 
Retikulozytenlysat. In einem Standard-Translationsansatz (50 µ l) wurden je 1 µ g Plasmid-
DNA und 1 mM Methionin eingesetzt (genaue Reaktionsbedingungen s. Methoden Kap. 
2.16). Zur ￿berpr￿fung der Antigenit￿t und der Proteingr￿￿e (in kD) der 
Translationsprodukte wurde eine Western Blot Analyse durchgef￿hrt. Hierf￿r wurde jeweils 
ein Aliquot der Reaktionsans￿tze (6 µ l) in einem 6 bzw. 8 %igen SDS-Polyacrylamidgel 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die in vitro synthetisierten Proteine wurden mit dem 
polyklonalen anti-MyBP-C Antik￿rper (R76) nachgewiesen. Auch die c-myc/MyBP-C 
Fusionsproteine wurden mit R76 sichtbar gemacht. Die in vitro erhaltenen Mengen waren f￿r 
einen Nachweis mit dem monoklonalen anti-myc Antik￿rper 9E10 zu gering. 
 
Das wichtigste Ergebnis dieses Versuchs war der Nachweis von MyBP-C in den jeweils 
erwarteten Gr￿￿en: Mit den cDNAs WT bzw. WTmyc wurde das 137 kD gro￿e, native 
MyBP-C erhalten, w￿hrend mit den cDNAs MTI bzw. MTImyc und MTII bzw. MTIImyc ein 
verk￿rztes, 95 kD gro￿es MyBP-C hergestellt wurde (Abbildung 15). Die transkribierten 
mRNAs waren funktionsf￿hig, denn in vitro f￿hrte in MTII das vorzeitige Stop-Codon an 
derselben Stelle zum Kettenabbruch, an der dieser in MTI zwingend stattfindet. In beiden 
F￿llen hatte diese Translationstermination ein verk￿rztes MyBP-C zur Folge. Gr￿￿ere   77
Unterschiede in den einzelnen synthetisierten Proteinmengen wurden durch visuelle 
Inspektion nicht festgestellt. Au￿erdem bestand kein Unterschied bez￿glich der 
Translatierbarkeit zwischen den cDNAs mit und ohne c-myc Epitop. 
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Abbildung 15: Immunologischer Nachweis der in vitro erhaltenen MyBP-C Translationsprodukte. 
Western Blot Analysen der in vitro transkribierten/translatierten cDNAs A) WT, MTI und MTII bzw. 
B) WTmyc, MTImyc und MTIImyc. Es wurden je 6 ￿l der Translationsans￿tze (50 ￿l) auf A) 6%igen 
und B) 8%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Zum Nachweis der geblotteten Proteine wurde 
der anti-MyBP-C Antik￿rper R76 verwendet. Das Molekulargewicht der nachgewiesenen Proteine (in 
kD) wurde anhand von Markerproteinen bekannter Gr￿￿e (175 kD und 83 kD bzw. 83 kD und 62 kD) 
ermittelt. Die Position der Signale (gekennzeichnet mit Pfeilen) entspricht dem erwarteten 




6  Transiente Expression von MyBP-C in COS-1 Zellen 
 
Die transiente Expression der Wildtyp und mutierten cDNA Konstrukte (mit und ohne c-myc 
Epitop-Sequenz) wurde zun￿chst in COS-1 Zellen ￿berpr￿ft. Die Verwendung dieses 
Zellsystems war der erste Schritt einer Analyse der Expression rekombinanter MyBP-C 
cDNAs nach Transfektion in Zellen verschiedener Spezifit￿t. 
 
 
6.1  Western Blot Analyse transient transfizierter COS-1 Zellen  
 
F￿r die transiente Transfektion von COS-1 Zellen wurden jeweils 0,15 x 10
6 Zellen/ml in 
6-Well-Platten (∅  3,2 cm) ausplattiert. Nach 24 h waren die Zellen zu 50-70% konfluent und 
wurden mit einem Polyethylenimin (PEI)/DNA-Gemisch transfiziert (s. Methoden Kap. 
2.11.1). F￿r einen Transfektionsansatz wurden jeweils 2 µ g Plasmid-DNA verwendet. 48 h   78
nach der Transfektion erfolgte die Proteinextraktion (s. Methoden Kap. 2.11.2) f￿r eine 
anschlie￿ende Western Blot Analyse. Der Nachweis der Proteinexpression der rekombinanten 
WT und mutierten MyBP-C Proteine erfolgte im Immunoblot mit dem polyklonalen 
Antik￿rper R76. F￿r die Markierung der rekombinanten c-myc Fusionsproteine wurden 
sowohl der monoklonale anti-c-myc 9E10 Antik￿rper als auch der polyklonale Antik￿rper 
R76 eingesetzt. F￿r den Nachweis von Protein mit dem polyklonalen anti-MyBP-C 
Antik￿rper waren 5-15 µ g COS-1 Rohextrakte ausreichend. Im Gegensatz dazu wurden 100-
130  µ g der gesamten Proteinfraktion klarer Zellysate ben￿tigt, um die entsprechenden 
c-myc/MyBP-C Proteinbanden mit dem anti-c-myc Antik￿rper nachzuweisen. Zur 
Normalisierung der geblotteten Proteinmengen diente der Nachweis zellul￿ren Aktins mit 
einem monoklonalen anti-Aktin (Ab-1) Antik￿rper. Dieser Antik￿rper bindet an α -, β - und γ -















Abbildung 16: Immunologischer Nachweis der Expression von rekombinantem MyBP-C in COS-1 
Zellen. Western Blot Analysen der in COS-1 Zellen transient synthetisierten MyBP-C Proteine A) 
WT, MTI und MTII bzw. B) WTmyc, MTImyc und MTIImyc. In A) wurden je 10 ￿g Gesamtprotein 
der COS-1 Zellysate in einem 8%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. In B) wurden je 130 ￿g 
Gesamtprotein der Zellysate analysiert, und es wurde ein 6%iges SDS-Polyacrylamidgel verwendet. 
Zum Nachweis der geblotteten Proteine wurde in A) der MyBP-C Antik￿rper R76 und in B) der 
monoklonale c-myc Antik￿rper 9E10 benutzt. Zur Normalisierung der geladenen Proteinmenge wurde 
in A) zellul￿res Aktin mit dem monoklonalen Aktin Antik￿rper (Ab-1) markiert. Das 
Molekulargewicht der nachgewiesenen Proteine (in kD) wurde anhand von Markerproteinen bekannter 
Gr￿￿e (83 kD und 47,5 kD bzw. 175 kD und 83 kD) ermittelt. Die Position der Signale 
(gekennzeichnet mit Pfeilen) entsprechen den erwarteten Proteingr￿￿en von 137 kD (WT/WTmyc) 
und 95 kD (MTI/MTImyc und MTII/MTIImyc) sowie von 42 kD (Aktin). 
 
In COS-1 Zellen wurden alle drei MyBP-C cDNA Varianten exprimiert, und zwar sowohl mit 
als auch ohne c-myc Epitop-Sequenz (Abbildung 16). Die rekombinanten Proteine zeigten die   79
erwarteten Gr￿￿en (in kD). Mit der WT MyBP-C bzw. WTmyc MyBP-C cDNA wurde ein 
137 kD gro￿es Protein erhalten. Die mutierten cDNA Versionen MTI und MTII bzw. 
MTImyc und MTIImyc, die sich nur in ihrer cDNA-L￿nge unterscheiden, sonst aber f￿r das 
gleiche verk￿rzte MyBP-C kodieren, wurden ebenfalls korrekt transkribiert und translatiert. In 
COS-1 Zellen wurde also das vorzeitige Stop-Codon der cDNA MTII als solches erkannt, und 
in beiden F￿llen wurde ein verk￿rztes MyBP-C mit 95 kD synthetisiert. Der Nachweis der 
c-myc/MyBP-C Fusionsproteine mit beiden verwendeten Antik￿rpern demonstrierte 
au￿erdem, dass das in die Proteinsequenz eingef￿hrte c-myc Epitop keine negativen 
Auswirkungen auf die Expression dieser rekombinanten Proteine hatte. 
 
Es ist jedoch anzumerken, dass MTI stets deutlich st￿rker exprimiert wurde als WT und MTII 
(s. Abbildung 16 A) und B)). 
 
 
6.2  Densitometrische Ermittlung der „steady state“ Expression von MTI und MTII 
in COS-1 Zellen 
 
Die Hauptaussage, die aus den in Kapitel 6.1 beschriebenen Experimenten geschlossen 
wurde, war: Das vorzeitige Stop-Codon in der cDNA MTII wurde erkannt und die 
unterschiedlichen MyBP-C cDNA Versionen f￿hrten in COS-1 Zellen zu Genprodukten 
entsprechender Gr￿￿e. Gleichzeitig wurden jedoch wiederholt Unterschiede in den 
Expressionsausbeuten zwischen MTI und den beiden anderen cDNAs, WT und MTII, 
deutlich. Daraus ergaben sich die Fragen, ob es sich hierbei um m￿glicherweise signifikante 
Expressionsunterschiede handelte und ob diese u.U. auf einen spezifischen Abbau des 
verk￿rzten MyBP-C Proteins MTII hinweisen. Zur Kl￿rung dieser Fragestellungen wurde eine 
Reihe von unabh￿ngigen Immunoblots densitometrisch ausgewertet. 
 
In diese Auswertung wurden 5 unabh￿ngige Transfektionsexperimente einbezogen. Bei zwei 
von diesen 5 Experimenten wurden sowohl die cDNAs mit und ohne c-myc verwendet, 
w￿hrend bei den ￿brigen Versuchen nur die cDNAs ohne c-myc transfiziert wurden. Zum 
Nachweis der rekombinanten Proteinexpression wurde der polyklonale Antik￿rper R76 
verwendet. Als Normalisierung der geladenen Proteinmengen diente der Nachweis von 
zellul￿rem Aktin mit dem monoklonalen anti-Aktin Antik￿rper. Die von den einzelnen 
Immunoblots hergestellten R￿ntgenfilme wurden mit einer CCD Kamera aufgenommen und 
als TIF-Datei gespeichert. Mit Hilfe der Bio-Profil
  Image Analysis Software (LTF   80
Labortechnik) wurden die Schw￿rzungsintensit￿ten der Proteinbanden von MyBP-C und 
Aktin in einer Gelspur bestimmt und zueinander in Relation gesetzt. Die einzelnen Werte f￿r 
jede exprimierte cDNA wurden gemittelt, die so erhaltenen ￿steady state￿ Konzentrationen in 
Prozentwerten ausgedr￿ckt und statistisch analysiert (s. Methoden Kap. 2.21). 
 
Die densitometrische Bestimmung der Expressionsausbeuten der einzelnen rekombinanten 
Proteine best￿tigte die visuelle Beobachtung. Das mutierte MyBP-C, kodiert von MTI bzw. 
MTImyc cDNA, wurde am st￿rksten exprimiert, w￿hrend sowohl das rekombinante Wildtyp 
Protein als auch das verk￿rzte MyBP-C MTII (WT und MTII cDNA jeweils mit und ohne 
c-myc) um 20% bzw. 30% schw￿cher exprimiert wurden (Abbildung 17). Die Expressions-
profile der drei wiederholt getesteten cDNAs deuten an, da￿ MTI effizienter exprimiert wird 


















































Abbildung 17: Quantifizierung der Akkumulation rekombinanter MyBP-Cs in COS-1 Zellen. Das 
Diagramm zeigt die densitometrisch ermittelten und statistisch ausgewerteten Expressionsausbeuten 
(in %) der einzelnen MyBP-C cDNA Konstrukte in COS-1 Zellen (Vgl. Abb. 16). Die Balken im 
Diagramm entsprechen den prozentualen Mittelwerten mit den jeweiligen Standardabweichungen 
(SEM). Das mutierte MyBP-C MTI/MTImyc wurde am st￿rksten exprimiert und der Mittelwert als 
100% gesetzt (SEM=11,8%). MTII/MTIImyc (69% von MTI; SEM=7,5%) wurde nur geringf￿gig 
schw￿cher exprimiert als das rekombinante WT/WTmyc Protein (80% von MTI; SEM=12,3%). Die 
unterschiedlichen Expressionsst￿rken von MTI und WT bzw. MTI und MTII sind nicht signifikant. 
(Die Signifikanz wurde mit Hilfe des Kruskal Wallis Test und der einfaktoriellen Varianzmethode 
(ANOVA) ￿berpr￿ft.) 
 
Betrachtet man die cDNA-Konstrukte WT und MTII, die ann￿hernd gleich gro￿ sind, so 
k￿nnen die jeweiligen ￿steady state￿ Expressionsausbeuten miteinander verglichen werden. 
Die ermittelte Differenz der Expression der beiden cDNAs ist relativ gering (10%) und   81
beruhte sehr wahrscheinlich nicht auf unterschiedlichen Transfektionseffizienzen. 
M￿glicherweise deuten diese 10% auf einen als geringf￿gig zu betrachtenden Abbau des 
verk￿rzten Proteins, kodiert von MTII, hin. Es ￿ndert jedoch nichts an der Tatsache, dass die 
MTII cDNA in COS-1 Zellen exprimiert wird. 
 
Dass MTI um 20-30% st￿rker als WT und MTII synthetisiert wurde, k￿nnte theoretisch auf 
einer etwas effizienteren Transfektion beruhen. Das Plasmid MTI ist um ca. 1,4 kb kleiner als 
die Plasmide WT und MTII. Zur Beurteilung der tats￿chlichen Transfektionseffizienz der 
einzelnen Konstrukte w￿re z.B. eine Normalisierung gegen das plasmid-kodierte Neomycin 
sinnvoll gewesen. Bei dem vorgenommenen Abgleich gegen Aktin handelte es sich lediglich 
um eine Ladenormalisierung. Zum Zeitpunkt der Analysen war jedoch ein Neomycin 
Antik￿rper nicht kommerziell erh￿ltlich.  
Zusammengefa￿t deuten die erhaltenen Daten nicht auf einen zelltypspezifischen bzw. 
mutationsspezifischen Abbau des mutierten MyBP-C vom Typ MTII hin. 
 
 
7  Transiente Expression von MyBP-C in neonatalen Kardiozyten 
 
Der n￿chste Schritt war die Expressionsanalyse der verschiedenen MyBP-C cDNA Versionen 
in transient transfizierten neonatalen Kardiozyten. Dazu geh￿rte der immunologische 
Nachweis der rekombinanten Proteine im Western Blot. Besonderes Interesse galt dabei der 
Frage, ob und in welchem Ausma￿ ein verk￿rztes MyBP-C, kodiert von der cDNA MTII, 
hergestellt wird. Au￿erdem wurde die Akkumulation (Definition s. Kap. 7.3) und die 
sarkomere Lokalisierung von Wildtyp und mutierten Myosinbindungsproteinen untersucht. 
Diese Analysen wurden mit indirekter Immunfluoreszenz und konfokaler Mikroskopie 
durchgef￿hrt. Die Verwendung von kultivierten neonatalen Kardiozyten aus Ratten 
(Abbildung 18) als Modellsystem bot im Gegensatz zu COS-1 Zellen die M￿glichkeit, die 
Wirkung von MyBP-C in nativer und verk￿rzter Form auf die myofibrill￿re Organisation und 
Sarkomerstruktur zu untersuchen.   82
 
 
Abbildung 18: Zellkultur  neonataler Kardiozyten aus Ratten. Die Abbildung zeigt eine 
konfluente Zellkultur neonataler Kardiozyten 24 h nach der Pr￿paration (200x Vergr￿￿erung). 
 
 
7.1  Optimierung der Transfektionseffizienz neonataler Kardiozyten 
 
Die transiente Transfektion neonataler Kardiozyten aus Ratten basierte auf der liposomen-
vermittelten Aufnahme von DNA in die Zellen mit Hilfe des kationischen Lipids Lipofektin 
(Felgner et al., 1987, s. Methoden Kap. 2.11.2). F￿r eine m￿glichst effiziente Transfektion der 
Zellen war eine Optimierung des Verh￿ltnisses von Lipid- zu DNA-Konzentration notwendig. 
Bei einer Reihe von eigenen Vorversuchen wurde bereits eine toxische Wirkung von 
Lipofektin auf neonatale Kardiozyten festgestellt. Die geringsten negativen Auswirkungen 
von Lipofektin auf die Vitalit￿t dieser Zellen wurde beobachtet, wenn die Zellen nahezu 
konfluent ausplattiert wurden (0,4 x 10
6 Zellen/ml/∅  3,2 cm) und eine Inkubationszeit von 6 h 
mit dem Lipofektin-DNA Gemisch nicht ￿berschritten wurde (Daten nicht gezeigt). Eine 
m￿glichst geringe Menge an DNA, die gleichzeitig eine geringere Menge an Lipofektin zur 
Folge hatte, diente ebenfalls der Minimierung der Toxizit￿t. Die verwendete DNA-Menge 
sollte jedoch so hoch konzentriert sein, dass eine transiente Expression rekombinanter 
Proteine nachzuweisen war. Empirisch lag die DNA-Konzentration bei 10 µ g pro 
Transfektionsansatz, d.h. pro Well bzw. pro Kammer. Zur Beurteilung der Transfektion diente 
der Transfektionsindex. Dieser entspricht der Anzahl von Zellen an der Gesamtzahl der   83
Zellkultur, die erfolgreich transfiziert wurde. In Vorversuchen wurde die Transfizierbarkeit 
von neonatalen Kardiozyten mit Hilfe eines Reportergens (β -Gal) analysiert. Dazu wurde das 
Plasmid pSV-β Gal benutzt. Erfolgreiche Transfektionen wurden anhand von Blauf￿rbung 
nach X-Gal Behandlung der transfizierten Zellen nachgewiesen. 
 
Zur Bestimmung des β -Gal Transfektionsindex wurden zun￿chst neonatale Kardiozyten auf 
gerasterten Zellkulturschalen (∅  3,4 cm, 160 Felder mit je 2 mm Kantenl￿nge) mit einer 
Zelldichte von 0,4 x 10
6 Zellen/ml ausplattiert. Dies entsprach einer Gesamtzellzahl von 
8 x 10
5  Kardiozyten/Well. Die Zellen wurden repr￿sentativ mit verschiedenen 
pSV-β Gal/Lipofektin-Verh￿ltnissen (1:1,5; 1:3 und 1:4,5) transfiziert. Als Negativ-Kontrolle 
dienten Zellen, die mit dem Plasmid pCineo transfiziert waren (Daten nicht gezeigt). 48 h 
nach der Transfektion wurden die neonatalen Kardiozyten mit einem Fixativ konserviert und 
anschlie￿end mit einer X-Gal-L￿sung behandelt (s. Methoden Kap. 2.12). Die Zellen, die das 
Reportergen β -Galactosidase exprimierten, f￿rbten sich blau. Die Blauf￿rbung erm￿glichte 
ein Ausz￿hlen der transfizierten Zellen in jedem Rasterfeld unter dem Mikroskop. Die Anzahl 
der blaugef￿rbten Zellen wurde anschlie￿end auf die Gesamtzahl der Zellen pro Rasterfeld 
bezogen. Die Gesamtzellzahl pro Rasterfeld beruhte auf einer repr￿sentativen Auswertung 
von 29 Rasterfeldern einer transfizierten Kardiozyten-Zellkultur (durchschnittlich 2000 
Zellen/Rasterfeld, Daten nicht gezeigt). Diesem Mittelwert wurde die Anzahl blau gef￿rbter 
Zellen pro Rasterfeld gegen￿bergestellt. 
Zellen: neon. 
Kardiozyten 39 40 > 36   Zellen
DNA: pSV2-ßGal
33 40 39 38 33 36 39 21-36 Zellen
DNA Konz: 10 µg
35 34 39 40 45 34 30 40 27 27 16 11-20 Zellen
Lipofektin: 45 µg 24 30 26 28 38 31 45 30 30 27 31 6-10   Zellen
23 30 30 18 28 26 33 29 19 24 24 37 25 0-5     Zellen
26 21 23 19 28 19 28 28 26 25 18 25 35
36 29 21 27 27 24 30 15 19 23 14 21 19 11 20
18 10 16 23 26 25 18 14 19 10 18 19 34 39 29
54 24 11 19 22 17 24 20 30 18 23 17 23 14 31
35 16 15 27 27 29 22 28 16 18 20 34 31
31 18 21 19 19 35 36 34 24 17 30 25 27
22 25 23 16 25 26 19 23 31 25 31








Transfektionsrate: 1,32 % 36 26 35 27 18 31




Abbildung 19: Beispiel für die Auswertung der Transfektionseffizienz neonataler Kardiozyten. Die 
Abbildung zeigt eine gerasterte Schale mit ausplattierten neonatalen Kardiozyten, die mit dem 
Reportergenplasmid pSV-βGal transfiziert wurden. F￿r die Transfektion wurden 10 ￿g DNA und 
45 ￿g Lipofektin verwendet. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit X-Gal gef￿rbt. Die 
Anzahl der blauen Zellen in jedem der Rasterfelder wurde ermittelt. Die Intensit￿t der Blauf￿rbung 
steigt mit der Anzahl blauer Zellen pro Rasterfeld.   84
Die erreichten Transfektionsindizes lagen zwischen 0,3-1,3%. Abbildung 19 zeigt 
exemplarisch einen Versuch mit dem ermittelten optimalen Verh￿ltnis von DNA zu 
Lipofektin von 1:4,5. 10 µ g DNA und 45 µ g Lipofektin ergaben in der Regel einen 
Transfektionsindex von ca. 1% (Daten nicht gezeigt). Anzumerken ist jedoch, dass die 
optimale Transfektionseffizienz und das optimale Verh￿ltnis von DNA zu Lipofektin mit dem 
verwendeten Plasmid pSV-β Gal lediglich als Richtwerte f￿r die eigentlichen Transfektionen 
betrachtet wurden, da die Effizienz von Experiment zu Experiment starken Schwankungen 
unterlag. Die Gr￿nde hierf￿r sind nicht bekannt. 
 
 
7.2  Western Blot Analyse transient transfizierter neonataler Kardiozyten 
 
Nach der Optimierung der Transfektionseffizienz wurden prim￿re Kulturen neonataler 
Kardiozyten mit den cDNA Konstrukten mit und ohne c-myc Sequenz, wie in Kapitel 7.1 
beschrieben, transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen f￿r den 
immunologischen Nachweis der rekombinanten Proteine im Western Blot mit einem 
entsprechenden Lysepuffer geerntet. F￿r den jeweiligen Immunoblot wurden zwischen 30-
50 µ g Protein aus den Lysaten nach Zentrifugation auf 8%igen Proteingelen elektrophoretisch 
aufgetrennt. F￿r den immunologischen Nachweis der rekombinanten c-myc/MyBP-C 
Fusionsproteine wurde der anti-MyBP-C Antik￿rper R76 verwendet. Die Ausbeuten an 
rekombinantem Protein waren wegen der niedrigen Transfektionseffizienz so gering, da￿ ein 
Nachweis mit dem anti-c-myc Antik￿rper 9E10 (Roche) nicht m￿glich war. Zur 
Normalisierung der geladenen Proteinmengen wurde zellul￿res Aktin durch den anti-Aktin 
Antik￿rper markiert. 
 
Im Unterschied zu COS-1 Zellen, wurde in neonatalen Kardiozyten nur die cDNA vom Typ 
MTI gut sichtbar exprimiert (Abbildung 20, Vgl. Abb. 16). Die cDNA MTII f￿hrte nicht, 
bzw. nur in sehr geringem Ausma￿ zur Synthese eines C-terminal verk￿rzten, 95 kD gro￿en 
MyBP-C in diesen Zellen. Dieses Ergebnis wurde wiederholt gesehen. Eine densitometrische 
Auswertung der unterschiedlichen ￿steady state￿ Expression von MTI und MTII wird in 
Kapitel 8 n￿her beschrieben. (Die unterschiedliche Expression von MTI und MTII ist 
Abbildung 28 zu entnehmen). Ein Vergleich mit der Expression des rekombinanten WT 
MyBP-C war nicht m￿glich, da das exogene humane Wildtyp MyBP-C (137 kD) im Rahmen   85
dieser Experimente vom endogenen MyBP-C der Ratte nicht zu unterscheiden war. Der 
polyklonale anti-MyBP-C Antik￿rper markierte beide Proteine gleicherma￿en. 
 
Abbildung 20: Western Blot Analyse transient 
transfizierter neonataler Kardiozyten.  Nur das 
Genprodukt der cDNA vom Typ MTI war im 
Immunoblot nachweisbar. In Spur K wurden 40 ￿g 
Gesamtprotein eines klaren Zellysates neonataler 
Kardiozyten auf ein 8%iges SDS-Polyacrylamidgel 
geladen. Die Zellen waren zuvor mit dem 
Kontrollplasmid pCineo-myc transfiziert worden. In 
den Spuren WT, MTI und MTII wurden ebenfalls 
jeweils 40 ￿g Gesamtprotein von Zellysaten 
entsprechend transfizierter neonataler Kardiozyten 
aufgetragen. Zum Nachweis der geblotteten Proteine 
wurde der MyBP-C Antik￿rper R76 verwendet. Zur 
Normalisierung der geladenen Proteinmenge wurde 
zellul￿res Aktin mit dem monoklonalen Aktin 
Antik￿rper (Ab-1) markiert. Die Gr￿￿en der 
nachgewiesenen Proteine (in kD) wurden anhand von 
Markerproteinen mit bekanntem Molekulargewicht 
(83 kD und 47,5 kD) ermittelt. Die Position der Signale (gekennzeichnet mit Pfeilen) entsprechen den 
erwarteten Proteingr￿￿en von 137 kD (endogenes MyBP-C aus Ratte bzw. exogenes humanes MyBP-
C) und 95 kD(MTI) sowie 42 kD (Aktin). 
 
 
7.3  Akkumulation humaner MyBP-Cs in transient transfizierten neonatalen 
Kardiozyten 
 
Zur Analyse der zellul￿ren Akkumulation der rekombinanten c-myc/MyBP-C Fusionsproteine 
wurden transfizierte myokardiale Zellen nach der Transfektion fixiert und einer indirekten 
Immunfluoreszenz-Doppelf￿rbung unterzogen (s. Methoden Kap. 2.18.2). Als Akkumulation 
wurde hierbei der Anteil der Kardiozyten definiert, die in einer Kammer eines verwendeten 
Kulturobjekttr￿gers als Produzenten von rekombinantem MyBP-C identifiziert wurden (pro 
Kammer wurden 6 x 10
5 Zellen ausplattiert und transfiziert.). Der Nachweis der 
rekombinanten c-myc/MyBP-C Fusionsproteine erfolgte unter Verwendung der indirekten 
Avidin-Biotin-Methode (s. Methoden Kap. 2.18) mit dem c-myc Antik￿rper 9E10. Im 
Gegensatz zum Western Blot war der monoklonale Antik￿rper zur Darstellung der 
rekombinanten Proteine in den Zellen geeignet. Als sekund￿rer Antik￿rper wurden in diesem 
Fall biotin-gekoppelte IgGs verwendet, die durch das Cy2-Streptavidin Detektionssystem 
markiert wurden. Mit Hilfe eines geeigneten Filtersystems erschienen die auf diese Weise 
gef￿rbten c-myc/MyBP-C Fusionsproteine im Fluoreszenzmikroskop gr￿n. Die 2. 
Immunfluoreszenzf￿rbung diente dem Nachweis des endogenen kardialen Titins durch den 





polyklonalen Titin Antik￿rper anti-z1z2 (freundlichst zur Verf￿gung gestellt von Frau Prof. 
Schaper, Bad Nauheim). Dieser Antik￿rper wurde indirekt mit einem rhodamin-gekoppelten 
anti-Kaninchen IgG markiert, der im Fluoreszenzmikroskop eine rote Fluoreszenz emittierte. 
Der Nachweis des kardialen Titins diente der Identifizierung transfizierter Zellen als 
Kardiozyten. Die doppeltgef￿rbten Zellpr￿parate wurden im Anschlu￿ konfokal 
mikroskopiert.  
 
Benutzt wurden sog. chamber slides, die jeweils 2 Kammern enthielten (s. Material Kap. 
1.11). Jede Zellkammer wurde vollst￿ndig ausgewertet, um die genaue Anzahl der 
Kardiozyten zu ermitteln, die das exogene humane c-myc/MyBP-C Fusionsprotein 
exprimierten. Die vorgenommene Auswertung beruhte auf den Daten von 4 unabh￿ngig 
voneinander durchgef￿hrten Experimenten (Tabelle 9). 
 
Tab. 9: Parameter zur Bestimmung der Akkumulation rekombinanter MyBP-Cs in transient 
transfizierten neonatalen Kardiozyten. 











WTmyc  4 8  330 
MTImyc  4 8  120 





Gemessen an der Fraktion ￿c-myc positiver￿ Kardiozyten/Kammer war die Akkumulation des 
verk￿rzten MyBP-Cs, kodiert von MTII, signifikant reduziert gegen￿ber dem rekombinanten 
humanen Wildtyp MyBP-C (Abbildung 21). Zus￿tzlich wurden signifikante 
Expressionsunterschiede zwischen den jeweils verk￿rzten MyBP-Cs, codiert von MTI und 
MTII, beobachtet. W￿hrend die Expressionsausbeute von MTI 35% vom Wildtyp MyBP-C 
entsprach, wies MTII mit lediglich 7% die geringste Akkumulation auf. Die ermittelten 
Ergebnisse lie￿en zum erstenmal einen Vergleich zwischen der Expression des exogenen WT 
Proteins und der mutierten Proteine MTI und MTII zu, da die Expression des nativen, 
humanen MyBP-Cs in neonatalen Kardiozyten im Rahmen von Western Blot Analysen nicht 
untersucht werden konnte (s. Kap. 7.2). Dies ist von Bedeutung, da nun Hinweise darauf 
vorlagen, dass die verk￿rzten Proteinprodukte der cDNAs MTI und MTII deutlich schw￿cher 
exprimiert werden als das exogene WT Protein. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse 


























































Abbildung 21: Akkumulation rekombinanter MyBP-Cs in transient transfizierten neonatalen 
Kardiozyten. 48 h nach der Transfektion mit den cDNAs WTmyc, MTImyc und MTIImyc wurden die 
neonatalen Kardiozyten indirekt immunfluoreszent markiert und analysiert. Der Nachweis der 
c-myc/MyBP-C Fusionsproteine erfolgte mit dem Antik￿rper anti-c-myc 9E10. Zus￿tzlich wurde 
endogenes kardiales Titin mit dem Titin Antik￿rper anti-z1z2 markiert. Die Anzahl c-myc positiver 
Kardiozyten pro Kammer wurde f￿r jedes cDNA Konstrukt bestimmt. Die ermittelten 
Durchschnittswerte wurden in % angegeben. Der Mittelwert von WTmyc wurde als 100% gesetzt 
(SEM=23,3%). Die  mutierten MyBP-C Proteine, MTImyc (35% von WTmyc; SEM=6,1%) und 
MTIImyc (7% von WTmyc; SEM=1,14) wurden in neonatalen Kardiozyten schw￿cher exprimiert als 
das rekombinante WTmyc Protein. Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen WTmyc und 
MTIImyc einerseits und zwischen MTImyc und MTIImyc andererseits. (Die Signifikanzberechnungen 
wurden mit dem Kruskal Wallis Test vorgenommen.) 
 
 
7.4  Lokalisierung der humanen MyBP-Cs in kardialen Sarkomeren/Zellen 
 
Die in Kapitel 7.3 durchgef￿hrte Analyse der Akkumulation wurde dahingehend erweitert, 
dass zus￿tzlich die Lokalisierung der verschiedenen rekombinanten MyBP-Cs innerhalb der 
sarkomeren Struktur der kardialen Zellen untersucht wurde. F￿r die Beurteilung der 
Sarkomerstruktur c-myc positiver Kardiozyten wurden die in Kapitel 7.3 angefertigten, 
doppeltgef￿rbten Zellpr￿parate verwendet. Die transfizierten neonatalen Kardiozyten waren 
mit zwei verschiedenen Antik￿rpern immunfluoreszent markiert. W￿hrend der monoklonale 
c-myc Antik￿rper, wie bereits erw￿hnt, eine Unterscheidung zwischen dem exogenen 
humanen und dem endogenen MyBP-C aus Ratte erm￿glichte, diente die Markierung von 
endogenem Titin durch den polyklonalen Antik￿rper anti-z1z2 zur Kardiozytenidentifizierung 
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Abbildung 22: Lokalisierung von kardialem MyBP-C und Titin im Sarkomer. A) Schematische 
Darstellung eines Sarkomers. Eingezeichnet sind die d￿nnen und dicken Filamente sowie die 
Lokalisierung des Titins (rot) in den Z-Scheiben und die des kardialen MyBP-C in der C-Zone der 
A-Bande (gr￿n). B) Ausschnitte einer transfizierten neonatalen Kardiozyte, die 48 h nach der 
Transfektion mit dem Plasmid WTmyc durch die Antik￿rpern anti-c-myc 9E10 und anti-z1z2 indirekt 
immunfluoreszent markiert wurde. Zu erkennen ist die Lokalisierung des c-myc/MyBP-C 
Fusionsprotein in der A-Bande des Sarkomers in Form von charakteristischen Doppelstreifen (gr￿n, 
a). Titin (rot, b) ist in der Z-Scheibe lokalisiert. c) zeigt die ￿berlagerung der beiden F￿rbungen. Der 
Ma￿stab entspricht 1 ￿m. 
 
Kardiales MyBP-C ist als ein Bestandteil des dicken Filamentsystems in der C-Zone der A-
Bande der Sarkomere lokalisiert. Dort liegt es in Form von 7-9 transversalen Streifen vor 
(Pepe und Drucker, 1975; Craig und Offer, 1976; Dennis et al., 1984). F￿rbt man das Protein 
immunfluoreszent an, so erscheint es in dieser Region in Form charakteristischer 
Doppelstreifen in der A-Bande (s. gr￿ne Markierung in Abbildung 22 A) und B)).  
 
Kardiales Titin wurde Ende der 70er Jahre als das dritte Filamentsystem identifiziert, das 
dicke und d￿nne Filamente miteinander verbindet (Maruyama et al., 1977; Wang et al., 1979). 
Einzelne sehr gro￿e und flexible Titinmolek￿le (L￿nge > 1  µ m) erstrecken sich von der 
Z-Scheibe bis zur M-Linie eines Sarkomers (Abbildung 22 A)) und interagieren mit 
verschiedenen Proteinen der A-Bande, wie z.B. mit Myosin und MyBP-C (Maryama et al.,   89
1985; Labeit et al., 1992; Houmeida et al., 1995; Labeit und Kolmerer, 1995; Obermann et al., 
1996). Titin werden verschiedene Funktionen zugeordnet, so ￿bt es in der I-Bande eine 
Elastizit￿tsfunktion aus und spielt eine gro￿e Rolle in der Sarkomerogenese (Maruyama et al., 
1985; Wang et al., 1988; Whiting et al., 1989; Fulton und Isaacs, 1991; Freiburg und Gautel, 
1996; Gregorio et al., 1999; Ehler et al., 1999). Es eignet sich hervorragend als Marker f￿r die 
endogene Sarkomerstruktur, zumal es bereits sehr fr￿h im Laufe der Sarkomerogenese 
exprimiert wird (F￿rst und Gautel, 1995). Der in dieser Studie verwendete Titin-Antik￿rper 
anti-z1z2 ist spezifisch gegen die N-terminalen Proteindom￿nen Z1Z2 gerichtet, die an die 
Z-Scheibe binden. Unter dem Mikroskop betrachtet erscheint Titin in der Z-Bande (siehe rote 
Markierung in Abbildung 22 A) und B)). 
 
Alle ￿c-myc positiven￿ Kardiozyten wurden im konfokalen Mikroskops untersucht. Dabei 
wurden 4 verschiedene Kategorien von Zellen unterschieden (Abbildung 23): 
 
1.) Die erste Kategorie wurde von Zellen gebildet, die durch eine korrekte Inkorporation von 
rekombinatem MyBP-C in die A-Bande der Sarkomeren gekennzeichnet waren. Die 
Organisation der Myofibrillen schien unver￿ndert zu sein.  
 
2.) Die zweite Kategorie enthielt Zellen, die eine diffuse Verteilung der rekombinanten 
MyBP-C Proteine innerhalb des gesamten Sarkoplasmas aufwiesen. Die Sarkomere hingegen 
waren intakt, soweit beurteilbar. 
 
3.) Die dritte Kategorie umfasste c-myc positive Kardiozyten, die sowohl eine diffuse 
Verteilung der humanen MyBP-C als auch eine ver￿nderte Sarkomerstruktur erkennen lie￿en. 
 
4.) Zur letzte Kategorie geh￿rten Zellen, die bei Inkorporation der rekombinanten Proteine 
eine ver￿nderte Sarkomerstruktur aufwiesen. 
 
Zur Kategorie 1 z￿hlten 84% der transfizierten Kardiozyten, die das humane kardiale Wildtyp 
MyBP-C exprimierten (Abbildung 23). Dieses Protein war korrekt in der A-Bande der 
Sarkomere lokalisiert. In der Form von charakteristischen Doppelstreifen war es auf beiden 
Seiten der M-Bande sichtbar (Abbildung 24a). Die Lokalisierung entsprach der des 
endogenen MyBP-Cs im humanen Herzgewebe (Abbildung 24d, Gewebe gef￿rbt mit anti-
MyBP-C). Das eingef￿hrte c-myc Epitop hatte also keinen Einflu￿ auf die Funktion des   90
Proteins. Die Titinf￿rbung zeigte eine konservierte Querstreifung der gesamten 
Sarkomerstruktur (Abbildung 24b). Wurden beide Immunfluoreszenzf￿rbungen 
superpositioniert (G/B/R Filter, Leica 513836), wurde die alternierende Anordnung von 











































Abbildung 23: Subzelluläre Lokalisierung rekombinanter MyBP-C Proteine in den Sarkomeren 
neonataler Kardiozyten.  Bei der Beurteilung der Sarkomerstruktur c-myc positiver Kardiozyten 
wurden 4 Kategorien von Zellen unterschieden: 
 
1. Sarkomere mit korrekt integriertem rekombinantem MyBP-C und intakter Struktur    2. 
Intakte Sarkomere bei diffuser Verteilung der exogenen MyBP-Cs    . 3. Zerst￿rte 
Sarkomerstruktur und diffuse Verteilung rekombinanter MyBP-Cs    . 4. Sarkomere mit 
inkorporiertem, rekombinantem Protein und ver￿nderter Sarkomerstruktur     . A) Die Anzahl 
der Zellen der jeweiligen Kategorie sind in Prozentwerten angegeben und ergeben in der 
Summe jeweils 100%. B) Die Unterschiede in den Kategorien 1, 2 und 3 zwischen WTmyc 
und MTImyc bzw. WTmyc und MTIImyc sind signifikant. Die ￿berpr￿fung der Signifikanz 
wurde f￿r die Kategorie 1 mit ANOVA und mit dem Bonferroni Test ￿berpr￿ft, w￿hrend f￿r 
die Kategorien 2, 3 und 4 Kruskal Wallis und Dunn·s Tests durchgef￿hrt wurden. 
 
Lediglich 22% bzw. 11% aller Zellen, die mit den mutierten cDNAs MTImyc bzw. MTIImyc 
transfiziert worden waren, zeigten eine korrekte Inkorporation der rekombinanten, verk￿rzten 
MyBP-Cs in den Sarkomeren neonataler Kardiozyten (Abbildung 23 und 25 a/d). Zu 
erkennen waren spezifische Doppelstreifen in der A-Bande der Sarkomere, die geringf￿gig 
diffuser erschienen als beim WT Protein. Die endogene Querstreifung erschien ebenfalls 
konserviert (Abbildung 25 b/e). ￿berlagerte man beide F￿rbungen, zeigten die Pr￿parate die 
beschriebene alternierende Anordnung der mutierten Proteine in der A-Bande und des   91
endogenen Titins in der Z-Bande (Abbildung 25 c/f). Demnach schlie￿t die Expression von 
verk￿rzten MyBP-C Proteinen zumindest strukturell die Formierung origin￿rer Sarkomere 
nicht grunds￿tzlich aus. 
 
Die ￿berwiegende Mehrzahl der Zellen, die entweder MTI oder MTII exprimierten, z￿hlten 
zur zweiten Kategorie. 53% der c-myc positiven Zellen, transfiziert mit cDNA MTImyc und 
62% der c-myc positiven Kardiozyten, transfiziert mit cDNA MTIImyc, zeigten eine diffuse 
Verteilung der exogenen, verk￿rzten MyBP-Cs innerhalb des gesamten Sarkoplasmas 
(Abbildung 23 und 26a). Die endogene Querstreifung hingegen blieb vollst￿ndig erhalten, 
erkennbar an der unver￿nderten Lokalisierung von Titin in der Z-Bande (Abbildung 26b). Das 
Ergebnis zeigte sich auch bei der Darstellung der Doppelf￿rbung (Abbildung 26c). Auch diese 
Daten sprechen gegen einen grunds￿tzlich dominant-negativen Effekt der verk￿rzten Proteine 
auf die Sarkomerstruktur. 
 
23% bzw. 25% der Zellen, die entweder MTI bzw. MTII exprimierten, waren durch eine 
gest￿rte Sarkomerstruktur und durch eine diffuse Verteilung der exogenen, mutierten 
Proteine, gem￿￿ Kategorie 3, gekennzeichnet (Abbildung 23 und 26d-f). 
 
Unabh￿ngig von der Art des exprimierten rekombinanten MyBP-Cs, zeigte nur eine 
Minderheit der c-myc positiven Kardiozyten (Kategorie 4) eine ver￿nderte sarkomere Struktur 
(Abbildung 23). 
 
Zusammengefasst, es wurde in Kardiozyten, die C-terminal verk￿rzte MyBP-C-Molek￿le 
exprimierten, vor allem eine diffuse Verteilung dieser Proteine und in geringerem Ausma￿ 
eine zerst￿rte Sarkomerstruktur beobachtet. Ferner ist anzumerken, da￿ die Lokalisierung der 
rekombinanten Proteine MTI und MTII in den Sarkomeren vergleichbar ist. Sie unterscheiden 
sich lediglich in den Mengen, in denen sie exprimiert werden. 
 
 
   92
 








Abbildung 24: Die Lokalisierung des 
c-myc/MyBP-C Fusionsproteins und 
des nativen kardialen MyBP-C sind 
miteinander vergleichbar.  
Zwei Tage nach der Transfektion mit 
dem Plasmid WTmyc wurde die 
neonatale Kardiozyte mit dem anti-c-
myc Antik￿rper (a) und mit dem anti-
z1z2 Titin Antik￿rper (b) indirekt 
immunfluoreszent markiert. (c) zeigt 
die Superpositionierung der zwei 
F￿rbungen. Humanes kardiales MyBP-
C wurde in Kontroll-Herzgewebe mit 
dem polyklonalen MyBP-C Antik￿rper 
R76 nachgewiesen (d). Der Ma￿stab 
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Abbildung 25: Einbau der C-terminal verkürzten c-myc/MyBP-C Fusionsproteine in die A-Bande 
der Sarkomere. Kardiozyten wurden mit den MyBP-C cDNAs MTImyc (a, b, c) und MTIImyc (d, e, 
f) transfiziert. Die immunfluoreszente Markierung der Zellen erfolgte in (a, d) mit dem monoklonalen 
anti-c-myc Antik￿rper und in (b, e) mit dem polyklonalen Titin Antik￿rper. Die Bilder c) und f) zeigen 
die Doppelf￿rbung. Der Ma￿stab entspricht 10 ￿m.   94
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Abbildung 26: Diffuse Verteilung C-terminal verkürzter c-myc/MyBP-C Fusionsproteine innerhalb 
neonataler Kardiozyten. Die Bilder (a, b, c) zeigen ein typisches Exemplar einer Kardiozyte, in der 
das c-myc/MyBP-C Fusionsprotein vom Typ MTIImyc diffus im Sarkoplasma vorliegt, w￿hrend die 
geordnete, endogene Sarkomerstruktur erhalten bleibt. In den Bildern (d, e, f) ist sowohl die diffuse 
Verteilung des verk￿rzten MyBP-C vom Typ MTIImyc als auch eine zerst￿rte endogene 
Sarkomerstruktur der transfizierten Kardiozyte erkennbar. Die Doppelf￿rbung der Zellen erfolgte mit 
dem monoklonalen anti-c-myc Antik￿rper (a, d) und dem polyklonalen Titin Antik￿rper (b, e) und ist 
in (c, f) dargestellt. Der Ma￿stab entspricht 10 ￿m.   95
8  Untersuchung von Sequenzelemente die mutmaßlich die Expression von mRNA 
mit unplanmäßigem Nonsense-Codon beeinträchtigen 
 
Die cDNAs MTI und MTII kodierten beide f￿r dasselbe verk￿rzte MyBP-C von 95 kD. Der 
Unterschied zwischen diesen beiden cDNAs bestand darin, da￿ die MTI cDNA MyBP-C-
spezifische Information nur bis zur Position des vorzeitigen Stops enthielt, aber nicht dar￿ber 
hinaus. (Dabei ist zu ber￿cksichtigen, dass der C-Terminus dieses Rumpfproteins wegen der 
Deletion von 40 Bp und der daran anschlie￿enden Änderung des Leserasters ￿ber eine L￿nge 
von 16 Codons keine Ähnlichkeit mit dem nativen Protein hat.) Im Gegensatz dazu enthielt 
die cDNA MTII im Anschlu￿ an das vorzeitige Stop-Codon noch die urspr￿ngliche Sequenz 
der MyBP-C mRNA. In COS-1 Zellen f￿hrten beide cDNAs zum selben Protein-Produkt von 
95 kD, in neonatalen Kardiozyten dagegen wurde zwar die MTI cDNA eindeutig exprimiert, 
die MTII cDNA hingegen nicht, oder fast nicht. Dieser Befund legte die Vermutung nahe, da￿ 
es in Kardiozyten einen zelltypspezifischen Mechanismus der Suppression von reifer mRNA 
gibt, in der ein nicht vorgesehenes Stop-Codon einem l￿ngeren Abschnitt nativer Sequenzen 
vorausgeht, so wie es in MTII der Fall ist. 
 
Konstellationen dieser Art mit der Folge reduzierter Expression wurden in der Literatur 
beschrieben (Frischmeyer und Dietz, 1999). Als Mechanismus wurde ein ￿nonsense mediated 
decay￿ (abgek￿rzt NMD) postuliert, dessen molekulare Details allerdings nach wie vor nicht 
gut verstanden sind. Die mit diesem Mechanismus gekoppelte Kontrolle wurde als ￿mRNA 
surveillance￿ bezeichnet (Culbertson, 1999; Czaplinski et al., 1999; Hentze und Kulozik, 
1999; Hilleren und Parker, 1999; Maquat und Carmichael, 2001). Es handelt sich dabei um 
ein phylogenetisch weit verbreitetes und in der Evolution konserviertes Verfahren, das der 
Wirkung von Nonsense-Mutationen (als Folge von Punktmutationen, Insertionen oder 
Deletionen) entgegenwirkt. Diese Kontrolle kann als eine Methode betrachtet werden, die 
m￿glicherweise in Verbindung mit der pr￿ferentiellen Eliminierung von Nonsense-belasteter 
mRNA die Akkumulation von verk￿rzten und dysfunktionellen Proteinen verhindert. 
 
Aus der Literatur ergeben sich Hinweise darauf, dass NMD von (bisher nicht eindeutig 
identifizierten) Sequenzen abh￿ngig ist, die in einer nonsense-mutierten mRNA als sog. 
￿downstream sequence elements￿ (DSE) 3· zum irregul￿ren Nonsense-Codon in der reifen 
mRNA vorkommen (Ruiz-Echevarria et al, 1998). Solche Sequenzen k￿nnten erkl￿ren, 
warum MTI cDNA auch in Kardiozyten erkannt und translatiert wird, MTII dagegen nicht 
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Zur Pr￿fung einer m￿glichen Wirkung von DSE in MTII wurde der in dieser cDNA 
vorliegende Abschnitt zwischen dem Nonsense-Codon im Bereich der 40 Bp Deletion und 
dem regul￿ren Stop-Codon am Ende der mRNA (L￿nge: 1.400 Nukleotide) in drei ann￿hernd 
gleich gro￿e, ￿berlappende Abschnitte unterteilt (DSE I bis III, s. dazu die Abbildung 27). 
Jeder dieser Abschnitte wurde separat amplifiziert und dann einzeln oder in Kombination an 
das 3· Ende der MTImyc cDNA angeh￿ngt. Neben MTII (ca. 1.400 Bp 3· vom vorzeitigen 
Stop-Codon) lagen dadurch Konstrukte mit 1.000 Bp und 500 Bp im 3·Bereich vor. Die so 
erhaltenen DSE-modifizierten MTI cDNA-Konstrukte wurden in neonatale Kardiozyten 
transfiziert. Die Expression der insgesamt vier verschiedenen DSE-cDNAs wurde im Western 
Blot nach Sichtbarmachung mit dem anti-MyBP-C Antik￿rper R76 densitometrisch bestimmt. 
 
 
8.1  Herstellung der MTImyc-DSE cDNA-Konstrukte 
 
Die Klonierung der DSE-Fragmente ist in Abbildung 27 dargestellt. Das Fragment DSE I mit 
einer L￿nge von 530 Bp erstreckte sich von Bp 2.497-3.027 und wurde mit den Primern 1932-
SalI und 1933-NotI amplifiziert. Das zweite Fragment DSE II wurde mit den Primern 1934-
SalI und 1935-NotI amplifiziert und umfa￿te mit einer Gr￿￿e von 546 Bp den cDNA Bereich 
von Bp 2.964-3.510. Fragment DSE III entsprach der cDNA Region von Bp 3.421-3.857 und 
war 436 bp lang. Zur Amplifikation dieses Abschnittes dienten die Primer 1936-SalI und 
1937-NotI. Das kombinierte Fragment DSE I/II, mit einer L￿nge von 1.013 Bp, wurde durch 
Amplifikation mit den Primern 1932-SalI und 1935-NotI erhalten. Als PCR-Template wurde 
f￿r alle vier Fragmente die Plasmid-DNA MTIImyc verwendet. Die PCR-Produkte wurden 
mit Hilfe des Zero Blunt
 TOPO
 PCR Cloning Kit (Invitrogen) in den pCR
-BluntII-TOPO-
Vektor ligiert. Die klonierte DNA wurde anschlie￿end in beiden Richtungen sequenziert. 
Nach Doppelspaltung der TOPO-DSE-Plasmide mit den Restriktionsenzymen Sal I und Not I 
wurden vier verschiedene Sal I/Not I-DSE-Fragmente erhalten, die einzeln in den mit Sal I 
und Not I ge￿ffneten pCIneo-MTImyc Vektor 3· vom vorzeitigen Stop-Codon subkloniert 
wurden. Auf diese Weise wurden vier expressionsf￿hige Subklone von MTImyc erhalten, die 
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Abbildung 27: Schematische Darstellung der Klonierung von MTImyc-DSE cDNA. Gezeigt wird 
nur die Klonierung von MTImyc-DSE I. Die Klonierungsschritte sowie die klonierten DNA-
Fragmente sind in Kapitel 8.1 beschrieben. 
 
 
8.2  Densitometrische Analyse der „steady state“ Expression der MTImyc-DSE 
cDNA-Konstrukte in neonatalen Kardiozyten 
 
Zur Analyse der Expression der verschiedenen MTImyc-DSE cDNAs wurden Kulturen 
neonataler Kardiozyten nach dem Lipofektin-Protokoll transfiziert. 0,8 x 10
6  Zellen pro   98
Kulturschale wurden mit einem Gemisch aus 10 µ g DNA und 45 µ g Lipofektin behandelt. 
48  h nach der Transfektion wurden die Zellen f￿r Western Blot Analysen mit einem 
Lysepuffer geerntet (s. Methoden Kap. 2.11.2). Zus￿tzlich wurden parallel zur Kontrolle die 
cDNAs MTImyc und MTIImyc transfiziert. F￿r den immunologischen Nachweis der 
rekombinanten c-myc/MyBP-C Fusionsproteine wurde der polyklonale Antik￿rper R76 
benutzt. Zur Normalisierung der Proteinmengen wurde, bei der densitometrischen 
Auswertung der in den Zellen synthetisierten Protein-Produkten, als konstitutiv exprimiertes 
Referenzprotein Aktin mit dem monoklonalen anti-Aktin Antik￿rper (Ab-1) nachgewiesen. 
 
Die densitometrische Ermittlung der ￿steady state￿ Expression der MTImyc-DSE cDNA-
Konstrukte in transfizierten neonatalen Kardiozyten ergab folgende Resultate (Abbildung 28): 
Die cDNA MTImyc-DSE I wurde am schw￿chsten exprimiert. Die Expressionsausbeute lag 
bei 34,8% (n=14, SEM=3,7) und war signifikant reduziert gegen￿ber der Expression von 
MTImyc (100%; n=19, SEM=9,9). Die ￿steady state￿ Expression der cDNA MTImyc-DSE II 
lag bei 52% (n=16, SEM=7,8) und war damit um die H￿lfte signifikant reduziert im Vergleich 
zu MTImyc. Die cDNAs MTImyc-DSE III und MTImyc-DSE I/II wurden mit ￿steady state￿ 
Konzentrationen von 65,5% und 63% am st￿rksten exprimiert (DSEIII: n=14, SEM=7,1; 
DSEI/II: n=6, SEM=6,4). Zusammengefa￿t, es f￿hrten alle MTImyc-DSE Konstrukte zu einer 
Reduktion der Expression im Vergleich zu MTImyc, jedoch wurde mit keinem der einzelnen 
DSEs eine derartig starke Expressionsreduktion erreicht wie mit dem Komplex DSE I-III, d.h. 
wie mit MTIImyc. 
 
Diese Ergebnisse erlauben folgenden Schlu￿: M￿glicherweise befindet sich in dem Abschnitt 
DSE I ein Sequenzelement, das die Nonsense-mutierte mRNA destabilisiert und eine 
Expressionsreduktion zur Folge hat. Dies kann jedoch nicht der einzige Faktor sein, der die 
Abwesenheit des mutierten MyBP-C Proteins bedingt. In diesem Fall w￿rde man eine 
￿hnliche Expressionsreduktion f￿r den Abschnitt DSE I/II erwarten, in dem sich das 
mutma￿liche Sequenzelement ebenfalls befindet. Die St￿rke der Expression steht aber auch in 
keinem direkten Verh￿ltnis zur L￿nge der exprimierten cDNA, denn das Konstrukt MTImyc-
DSE I/II wurde st￿rker exprimiert als MTImyc-DSE I. Im Hinblick darauf kann gleichzeitig 
die Vermutung ausgeschlossen werden, dass die unterschiedlichen Expressionsst￿rken auf 
unterschiedlichen Transfektionseffizienzen beruhen. Es ist anzunehmen, dass bei der cDNA 
MTIImyc mehrere Faktoren die stark reduzierte Expression des verk￿rzten MyBP-C 
bewirken. Neben dem Einflu￿ m￿glicher mRNA-destabilisierender Sequenzelemente k￿nnten   99
dies auch bestimmte Sekund￿rstrukturen sein, die sich zwischen dem vorzeitigen Stop und 
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Abbildung 28: Quantifizierung der „steady state“ Expression der MTImyc-DSE cDNA-Konstrukte 
in neonatalen Kardiozyten. ￿Downstream sequence elements￿ (DSE) vermitteln die Suppression von 
verk￿rztem MyBP-C in neonatalen Kardiozyten. Fragmente des Plasmids pCIneoMTIImyc, die 
entweder ein oder zwei mutma￿liche DSEs der MyBP-C cDNA umfassen (DSE I, II, III, I/II), wurden 
3· zum vorzeitigen Stop in pCIneo-MTImyc platziert. Die resultierenden Plasmide wurden transient in 
neonatalen Kardiozyten exprimiert. 48 h nach der Transfektion wurden Gesamtproteinfraktionen der 
Zellen gewonnen, in 8%igen SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennt und anschlie￿end geblottet. Der 
Nachweis der Proteine erfolgte mit dem anti-MyBP-C Antik￿rper R76. Zellul￿res Aktin wurde zur 
Ladenormalisierung mit Hilfe des monoklonalen anti-Aktin Antik￿rpers (Ab-1) markiert. A) zeigt 
schematisch die getesteten cDNA Konstrukte und B) die jeweils entsprechenden densitometrisch 
ermittelten ￿steady state￿ Expressionsausbeuten der MTI-DSE Plasmide. Die Balken entsprechen den 
prozentualen Mittelwerten mit den jeweiligen Standardabweichungen (SEM). Das mutierte MyBP-C 
MTImyc wurde am st￿rksten exprimiert. Der Mittelwert wurde auf 100% gesetzt. Die 
unterschiedlichen Expressionsausbeuten von MTImyc und MTIImyc, von MTImyc und MTImyc-
DSE I sowie von MTImyc und MTImyc-DSE II waren signifikant. (Die Signifikanz wurde mit Hilfe 
des Kruskal Wallis und des Dunn·s Tests bestimmt.) 




Der zentrale Gesichtspunkt der vorliegenden Arbeit betrifft den pathogenen 
Wirkungsmechanismus einer Mutation, die vor einigen Jahren in einer in Bad Nauheim 
untersuchten HCM-Familie identifiziert wurde. 
 
Anhand einer Kopplungs- und Kandidatengenanalyse wurde in dieser Familie eine Mutation 
im Gen f￿r das kardiale Myosinbindungsprotein C (MYBPC3) auf Chromosom 11 festgestellt. 
Die Mutation bestand in der Insertion eines Guanins in Exon 25, und zwar zwischen Codon 
791 und Codon 792. Die Insertion f￿hrt zu einem aberranten Splei￿-Prozess mit der Folge 
eines vorzeitigen Kettenabbruchs der Translation in Exon 26. Als Ergebnis dieses Abbruchs 
wird ein C-terminal verk￿rztes MyBP-C erwartet, dem die Hauptbindungsstelle f￿r Myosin 
und die Titinbindungsstelle fehlen. Die Familie, in der diese Mutation bei 26 ￿Gentr￿gern￿ 
nachgewiesen wurde, ist vor allem deshalb von Interesse, weil die H￿lfte von ihnen keine 
oder nur sehr milde Symptome aufwiesen. Die Penetranz innerhalb der Familie ist deswegen 
unvollst￿ndig. Gleichwohl sind auch schwere Verl￿ufe mit letalem Ausgang bekannt: Zwei 
junge Erwachsene sind an einem pl￿tzlichen Herztod gestorben. Die klinische Analyse der 
Familie wurde zusammen mit der Identifikation der Mutation publiziert (Moolman et al., 
2000). 
 
Der Anlass f￿r die vorliegende Studie, in der die molekularen Konsequenzen der 
Insertionsmutation in MYBPC3 analysiert wurden, war der unerwartete Befund, dass das 
vorausgesagte verk￿rzte MyBP-C im Herzgewebe eines Patienten nicht nachweisbar war 
(Moolman et al., 2000). Die immunhistologische Untersuchung der Myektomiegewebeprobe 
lie￿ eine im wesentlichen normale Sarkomerstruktur erkennen (Prof. Gautel, pers. 
Mitteilung). Ähnliche Ergebnisse wurden von anderen Autoren erhalten, denen myokardiales 
Gewebe eines Patienten f￿r proteinbiochemische Untersuchungen zur Verf￿gung stand 
(Rottbauer et al., 1997). In der zur￿ckliegenden Arbeit wurde eine Splei￿-Donor Mutation in 
Intron 31 des MyBP-C Gens nachgewiesen, die zur Deletion von Exon 32 f￿hrt. Als Folge der 
Mutation wurde ein verk￿rztes MyBP-C mit einem Molekulargewicht von 124,5 kD erwartet. 
Dieses wurde in Biopsiegewebe des untersuchten Patienten nicht gesehen. 
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Die Resultate der Arbeit von J. Moolman (2000) f￿hrten zu Anschlu￿fragen, die in dieser 
Arbeit untersucht wurden: 
1) Ist das vorzeitige Stop-Codon in der mutierten mRNA aus Patientengewebe 
nachweisbar? 
2)  Findet bereits eine Regulation auf mRNA-Ebene statt, d.h. liegen unterschiedliche 
Transkriptmengen des nicht-mutierten und des mutierten Allels im Herzgewebe des 
Patienten vor? 
3)  F￿hrt die mutierte mRNA/cDNA in einem kardialen Zellsystem zur Synthese eines 
verk￿rzten Proteins? Haben in diesem Zusammenhang mRNA-Sequenzen auf der 3· 
Seite des vorzeitigen Stop-Codons einen Einflu￿ auf die St￿rke der Proteinsynthese? 
4)  Hat das verk￿rzte MyBP-C, wenn es exprimiert wird, erkennbare Ver￿nderungen der 
Sarkomerstruktur zur Folge? 
 
 
1  Nachweis des vorzeitigen Stop-Codons in der myokardialen mRNA 
 
Zun￿chst war das erwartete vorzeitige Stop-Codon in Exon 26 der Patienten-mRNA 
nachzuweisen. (Dieser Nachweis war von J. Moolman nicht erbracht worden.) 
Auszuschlie￿en war die (nicht sehr wahrscheinliche) gewebespezifische mRNA-Edition, die 
in vivo zu einer Reversion (Suppression) des vorzeitigen Nonsense-Codons in Exon 26 und 
weiterer folgender Stop-Codons bewirken k￿nnte (Powell et al., 1987; Benne, 1990). Als 
Translationsprodukt w￿rde dann ein intern deletiertes Protein entstehen, das sich in der Gr￿￿e 
nur geringf￿gig vom nativen MyBP-C unterscheidet. Zur ￿berpr￿fung dieser Vermutung 
wurde RNA aus dem verf￿gbaren Patienten-Herzgewebe extrahiert und analysiert. Das 
vorzeitige Stop-Codon in Exon 26 wurde durch die Sequenzierung klonierter RT-PCR-
Fragmente in der mutierten, myokardialen mRNA nachgewiesen. Eine mRNA-Edition wurde 
damit als Ursache f￿r die Abwesenheit des mutierten Proteins ausgeschlossen. 
 
Die M￿glichkeit einer tRNA-vermittelten Suppression des vorzeitigen Stop-Codons in Exon 
26 erscheint aufgrund des Umstandes, dass 14 weitere Stop-Codons auftreten, die dann auch 
supprimiert werden m￿ssten, als au￿erordentlich unwahrscheinlich. 
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2  Reduzierte Transkriptmengen deuten auf eine Suppression von Nonsense-mRNA 
hin 
 
MyBP-C wird aufgrund von Proteinsequenz-Homologien und aufgrund seines Ig-typischen 
modularen Aufbaus der Immunglobulin-Superfamilie zugeordnet. W￿hrend der Entwicklung 
der Lymphozyten werden Immunglobulin-Gene somatisch prozessiert und rearrangiert, was 
relativ h￿ufig mit der Bildung von nicht-translatierbaren mRNAs einhergeht (Li und 
Wilkinson, 1998).  Aberrante mRNAs sind instabil und werden im Zuge einer mRNA-
Qualit￿tskontrolle (￿mRNA surveillance￿) abgebaut. Ein daf￿r verantwortlicher Mechanismus 
ist der sog. ￿nonsense mediated decay￿ (NMD) (Culbertson, 1999). Mit dessen Hilfe werden 
dysfunktionelle Proteine, die zu ￿dominant-negativen￿ Effekten Anlass geben k￿nnen, 
verhindert. Die NMD-abh￿ngige Vermeidung von Transkripten, an denen nicht 
funktionierende Proteine entstehen k￿nnten, scheint vor allem in Zellen des Immunsystems 
ausgepr￿gt zu sein. Dieser Kontrollmechanismus spielt aber auch f￿r die ￿surveillance￿ der 
mRNA anderer Gene in anderen Zellen eine Rolle (Carter et al., 1995, 1996; Li et al., 1997; 
Buzina und Shulman, 1999). Es wurde vermutet, dass NMD-gesteuerte Prozesse, wie sie f￿r 
die Kontrolle von Immunglobulin-mRNA zust￿ndig sind, auch auf Kettenabbruchmutationen 
in MYBPC3-mRNA Anwendung finden. 
 
Zun￿chst wurde gepr￿ft, ob im Herzgewebe eines ￿Gentr￿gers￿ Wildtyp mRNA und mutierte 
mRNA in gleichen oder unterschiedlichen Mengen vorliegen. Da das verf￿gbare Patienten-
Herzgewebe f￿r eine Northern Blot Analyse nicht ausreichte, wurden die MyBP-C 
Transkriptmengen des mutierten und nicht-mutierten Allels mit Hilfe einer semiquantitativen 
RT-PCR ermittelt. W￿hrend das Wildtyp PCR-Fragment bereits nach 18 PCR-Zyklen zu 
erkennen war, wurde das Fragment mit der mutierten Sequenz erst nach 20 Zyklen 
nachgewiesen. Die DNA-Banden wurden densitometrisch ausgewertet. Daraus ergab sich 
rechnerisch, dass die intakte mRNA gegen￿ber der intern deletierten mRNA im Herzgewebe 
des Patienten in einem etwa vierfachen ￿berschu￿ vorlag. Dieser Wert setzte allerdings 
voraus, dass die beiden mRNA-Sequenzen bei der reversen Transkription zu Beginn mit 
gleicher Effizienz in zugeh￿rige einzelstr￿ngige cDNA umgesetzt und anschlie￿end 
amplifiziert wurden. Unterschiedliche Syntheseraten k￿nnen nicht a priori ausgeschlossen 
werden. Zur Kontrolle von denkbaren Einfl￿ssen der Sekund￿rstrukturen beider mRNAs 
wurde die Faltung von je 3 kb (vom 3·Ende aus gerechnet) der nicht-mutierten sowie der 
mutierten mRNA mit Hilfe des Programms ￿mfold version 3.1￿ (Zuker et al., 1999; Mathews 
et al., 1999) bestimmt. Dabei ergaben sich gro￿e Ähnlichkeiten sowohl f￿r die r￿umliche   103
Faltung der mRNA als auch f￿r die energetische Stabilit￿t der Sekund￿rstrukturen 
(ausgedr￿ckt als -∆ G). Der ∆ G-Wert f￿r die WT-mRNA war − 1178,71 kcal/mol, und der f￿r 
die mutierte mRNA war − 1180,4 kcal/mol. Die beiden Werte liegen so nahe beieinander, dass 
Ratenunterschiede bei der reversen Transkription oder bei der zyklischen Amplifikation eher 
unwahrscheinlich sind. 
 
Es sei angemerkt, dass ￿ im Unterschied zu den hier gezeigten Ergebnissen - in der bereits 
erw￿hnten fr￿heren Analyse (Rottbauer et al., 1997) fast identische Werte f￿r MyBP-C 
Wildtyp und mutierte mRNA gefunden wurden. Es war allerdings nicht eindeutig feststellbar, 
ob die damaligen Resultate im linearen Bereich der PCR-gesteuerten Produktzunahme 
erhalten wurden. 
 
Eine pr￿zisere Aussage ￿ber die Zahl von mRNA-Molek￿len und entsprechende Unterschiede 
ist mit der Technik der ￿real time quantitative PCR￿ zu erzielen (Heid et al., 1996). Erste 
Versuche wurden in unserem Labor mit dieser Methode durchgef￿hrt. Sie ergaben einen 
deutlich gr￿￿eren Unterschied zwischen WT- und mutierter MyBP-C mRNA als die 
semiquantitative PCR-Analyse (pers￿nliche Mitteilung von S. Waldm￿ller). Danach 
entspricht der Anteil der mutierten mRNA nur einem Zehntel der WT mRNA-Menge. Die 
Menge an MyBP-C WT mRNA im Patienten-Herzgewebe betr￿gt zudem nur etwa die H￿lfte 
der Menge, die in einem Herzgewebe eines Nicht-HCM Probanden bestimmt wurde. Das 
hei￿t, im Myokard des hier untersuchten Patienten wird der Verlust an mRNA als Folge der 
Mutation nicht durch vermehrte Expression des Wildtyp-Allels kompensiert. 
 
 
3  Expressionsanalysen mutierter MyBP-C cDNA 
 
Zur weiteren Analyse der Expression von intern deletierter MyBP-C mRNA wurden 
Modellexperimente in vitro und mit transient transfizierten Zellen in Kultur durchgef￿hrt. 
Dazu wurden drei verschiedene cDNAs hergestellt: eine cDNA mit der Wildtyp-Sequenz 
(WT); eine cDNA, die die interne Deletion enthielt und mit dem Stop-Codon in Exon 26 
endete (MTI); und eine intern deletierte cDNA, die aber nicht mit dem (vorzeitigen) Stop-
Codon endete, sondern im Anschlu￿ an dieses Codon die gesamte urspr￿ngliche mRNA-
Sequenz bis zum physiologischen Stop enthielt (MTII). MTII war also 1.400 Bp l￿nger als 
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Es war zu pr￿fen, ob diese zus￿tzliche Sequenz einen Einflu￿ auf die Menge des verk￿rzten 
MyBP-C in transient transfizierten Zellen verschiedener Herkunft hatte, und ￿ wenn dies der 
Fall war ￿ ob daf￿r NMD oder NMD-￿hnliche Vorg￿nge verantwortlich gemacht werden 
k￿nnen. 
 
￿Nonsense mediated decay￿ existiert in zwei Versionen, einer im Zellkern lokalisierten Form, 
die bevorzugt oder sogar ausschlie￿lich auf intron-haltige RNA-Molek￿le wirkt (Sun und 
Maquat, 2000; Carter et al., 1996) und einer cytoplasmatischen Form, die vollst￿ndig 
gesplei￿te, also intron-lose mRNA als Substrat akzeptiert (Brocke et al., 2002; Rajavel und 
Neufeld, 2001). Untersuchungen, die den cytoplasmatischen Abbaumodus analysierten, 
wurden vor allem in Saccharomyces cerevisiae, Xenopus laevis, in CHO-Zellen transient 
transfiziert mit der humanen HEXA cDNA, und in transgenen M￿usen durchgef￿hrt (Hentze 
und Kuzolik, 1999; Whitfield et al., 1994; Rajavel und Neufeld, 2001; Lim und Maquat, 
1992; Lim et al., 1992; Moriarty et al., 1997, 1998). 
 
In Vorversuchen mit zellfreien Retikulozytenextrakten wurde zun￿chst nachgewiesen, dass 
mit der Wildtyp cDNA ein Protein voller L￿nge erhalten wird, und da￿ die Mutanten cDNAs 
MTI und MTII beide zu identisch verk￿rzten Formen von MyBP-C (≈ 66% der Masse des 
nativen Proteins) f￿hren. Damit wurde erstens best￿tigt, dass die Stop-Codons in Exon 26 in 
der erwarteten Weise funktionierten, und es wurde zweitens gezeigt, dass die 
unterschiedlichen L￿ngen von MTI und MTII zumindest in vitro keinen Einflu￿ auf die 
Exprimierbarkeit der mutierten cDNAs haben. 
 
3.1  Expression mutierter MyBP-C cDNAs in COS-1 Zellen und in neonatalen 
Kardiozyten 
 
Die drei cDNAs WT, MTI und MTII wurden anschlie￿end in COS-1 Zellen analysiert. Alle 
drei Formen der cDNA wurden exprimiert, und zwar prinzipiell ￿hnlich wie in 
Retikulozytenextrakten  in vitro. Es gab geringe, aber statistisch nicht signifikante 
Unterschiede im Expressionsniveau der drei cDNAs (WT, n=16; MTI, n=20; MTII, n=17). 
Damit wurde gezeigt, dass in COS-1 Zellen beide Formen, die lange (MTII) wie die kurze 
Form (MTI), in nahezu gleichem Umfang f￿r die Synthese eines verk￿rzten 
Myosinbindungsproteins geeignet sind. Das hei￿t, die Anwesenheit von nativen, aber nicht 
translatierbaren Sequenzen in der an MTII gebildeten mRNA beeinflusst deren Menge und 
Verwendung in COS-1 Zellen offenbar nicht.   105
Im Gegensatz dazu wurden erhebliche Unterschiede in den Expressionsniveaus der drei 
cDNAs nach Transfektion von neonatalen Rattenkardiozyten beobachtet. Untersucht wurden 
einerseits Western Blots von Gesamtprotein der Zellen (mit polyklonalem anti-MyBP-C 
Antik￿rper R76) und andererseits Zellen nach immunhistologischer F￿rbung (mit 
monoklonalem anti-c-myc Antik￿rper) und Ausz￿hlung von markierten Zellen im konfokalen 
Mikroskop. 
 
Im Western Blot war die Expression der WT cDNA wegen der Kreuzreaktion des 
polyklonalen Antik￿rpers mit dem Rattenprotein in den Kardiozyten nicht auswertbar. Das 
verk￿rzte Protein, das mit MTI erhalten wurde, war deutlich markiert (s. Abb. 20). Zellen, die 
mit MTII transfiziert wurden, enthielten dagegen kein entsprechendes, verk￿rztes MyBP-C. 
 
Die indirekte Immunfluoreszenz hat dieses Bild verfeinert. Da bei dieser Methode der 
monoklonale anti-c-myc Antik￿rper verwendet werden konnte, wurden auch Zellen sichtbar 
gemacht, in denen das rekombinate Wildtyp-Protein exprimiert worden war. Nach 
Auswertung von mehreren tausend Zellen ergab sich hinsichtlich der H￿ufigkeit, mit der 
protein-positive Kardiozyten gesehen wurden, ein klarer Gradient: WT>MTI>MTII oder in 
Prozent: WT 100% (n=8) > MTI 35% (n=8) > MTII 7% (n=12). Die Differenzen zwischen 
WT und MTII sowie zwischen MTI und MTII waren statistisch signifikant. 
 
Dieses Ergebnis zeigt an, das weniger Zellen in der Lage sind, MTII zu exprimieren als MTI 
oder WT. Die wenigen MTII-positiven Zellen waren ￿ nach visueller Inspektion ￿ nicht 
wesentlich schw￿cher gef￿rbt als MTI- oder WT-positive Zellen. Das deutet darauf hin, dass 
die wenigen Zellen, die das verk￿rzte Protein herstellten, in ihrer Synthesef￿higkeit nur wenig 
beeintr￿chtigt waren. Die einzelne Zelle war entweder ganz oder gar nicht bef￿higt, 
verk￿rztes MyBP-C zu produzieren ￿ eine Beobachtung, die vorl￿ufig nicht erkl￿rbar ist. 
 
Die Differenz zwischen der Expression von WT und MTI k￿nnte plausiblerweise auf einen 
von Ubiquitin abh￿ngigen Abbau von nicht funktionellen Proteinfragmenten zur￿ckgef￿hrt 
werden (Benharouga et al., 2001; Hershko et al., 2000). Ein solcher Mechanismus w￿rde dann 
auch das Expressionsniveau von MTII betreffen. Da￿ hei￿t, das niedrige Niveau der MTII-
Expression k￿nnte auf zwei Faktoren zur￿ckgef￿hrt werden, auf RNA-Abbau (oder RNA-
Inhibition) und auf Protein-Abbau. 
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3.2  Einfluß von „downstream“ Sequenzen auf die Expression von MTI 
 
Mit der Annahme, dass NMD-verwandte Prozesse f￿r die Suppression der MTII-Expression 
verantwortlich sind, entstand die Frage, ob in der MTII mRNA Sequenzen nachgewiesen 
werden k￿nnen, die einen solchen Prozess m￿glicherweise steuern. Aus der Analyse von 
NMD in Hefe sind Sequenzmotive (Konsensussequenzen) bekannt, die als sog. ￿downstream 
sequence element￿ (DSE) auf der 3· Seite eines vorzeitigen Stops zu NMD beitragen (Peltz et 
al., 1993; Hagan et al, 1995; Zhang et al., 1995). Hier wurde zun￿chst gepr￿ft, ob es in der 
mRNA (bzw. cDNA) 3· zum au￿erplanm￿￿igen Stop Sequenzen gibt, die zur bekannten 
Hefe-DSE Konsensussequenz (Zhang et al., 1995) homolog sind. Drei solcher DSE-













Abbildung 29: Vergleich der Hefe-DSE Konsensussequenz mit Sequenzen der MyBP-C cDNA. 
Homologe Sequenzen sind fett dargestellt. ￿bereinstimmungen innerhalb der drei MyBP-C Sequenzen 
sind unterstrichen. Y steht f￿r T oder C; N steht f￿r A, T, G oder C. 
 
Die perfekte Homologie in einem Kernbereich dieser Sequenzen (5·-GATG-3·) war Anlass 
zur Herstellung von modifizierten MTI-cDNAs. Die 1.400 Bp lange Sequenz, die in MTII 3· 
zum vorzeitigen Stop, die drei DSE-Motive enthielt, wurde in drei Subregionen, DSE I, II und 
III, unterteilt. Diese Subregionen wurden einzeln und in einer Zweierkombination (DSE I plus 
DSE II) an MTI angeh￿ngt. Nach Transfektion in Kardiozyten wurde gefunden, dass MTI in 
seinem Expressionsniveau tats￿chlich beeintr￿chtigt war, und zwar zeigte sich folgender 
Gradient in der St￿rke der Beeintr￿chtigung: DSE I > DSE II > DSE III (s. Abb. 28; DSE I, 
n=14; DSE II, n=16; DSE III, n=14). Es liegt nahe, diesen Gradienten mit dem Vorkommen 
von DSE-Konsensusmotiven in den Regionen I bis III zu korrelieren. DSE I enth￿lt zwei, 
DSE II eine und DSE III keine Konsensussequenz. Diese Verteilung k￿nnte die Vorstellung 
st￿tzen, dass die Konsensusmotive etwas mit der Suppression von MTII zu tun hat. Da eine 
Kombination von DSE I und II aber nicht zu einer st￿rkeren, sondern eher zu einer 
verminderten Suppression f￿hrt, mu￿ vermutet werden, da￿ noch andere Faktoren auf die 
Exprimierbarkeit der RNA einwirken (z. B. Faltungszust￿nde der RNA). 
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4  Inkorporation von rekombinanten MyBP-C Produkten in Sarkomerstrukturen 
 
Die indirekte Immunfluoreszenzmarkierung von transfizierten Kardiozyten erlaubte in 
Kombination mit der Laser-Scanning Mikroskopie nicht nur die Bestimmung, wieviele Zellen 
transfiziert wurden, sondern es konnte auch festgestellt werden, wie die rekombinanten 
Proteine in den Zellen verteilt waren und welchen Einflu￿ sie auf die Struktur der Sarkomere 
hatten. Die in Abb. 23 gezeigte Verteilung von intakten und in der Struktur ver￿nderten 
Sarkomere, sowie von diskret und diffus verteilten Myosinbindungsproteinen zeigt ziemlich 
klar ein im wesentlichen dichotomes Muster. Zun￿chst gibt es zwischen MTI und MTII zwar 
einen deutlichen Unterschied in der Bereitschaft der Zellen, rekombinantes Protein zu 
exprimieren, aber die relativen Anteile der verschiedenen Strukturmuster entsprechen sich 
beim Vergleich dieser beiden Mutantenversionen. (Das konnte auch erwartet werden, denn 
MTI-Zellen enthalten dasselbe Proteinfragment wie MTII-Zellen.) Auff￿llige Unterschiede 
gibt es dagegen zwischen Zellen mit WT-Protein und Zellen mit Mutantenprotein. WT-
Protein wird ￿berwiegend (zu ca. 80%) mit Sarkomeren assoziiert gefunden, und die 
Sarkomere erscheinen intakt. Das Proteinfragment dagegen wird ￿berwiegend (> 75%) diffus 
angeordnet gefunden. In 2/3 dieser Zellen (also der Mehrheit) sind die Sarkomere offenbar 
intakt, aber in einem Drittel werden die normalen Sarkomerstrukturen weitgehend zerst￿rt. 
Solche groben Beeintr￿chtigungen der Sarkomerstruktur wurden mit WT-Protein nur in ganz 
wenigen Ausnahmef￿llen gesehen. 
 
Man kann also zusammenfassend feststellen, da￿ die hier untersuchte Mutantenversion des 
MyBP-C nur selten in normale Sarkomerstrukturen inkorporiert wird, ￿berwiegend diffus 
verteilt vorliegt und die normale Architektur der Myofilamente relativ oft stark beeintr￿chtigt. 
 
Es gibt in der Literatur nur wenige Berichte, mit denen diese Resultate konfrontiert werden 
k￿nnen. Zu ber￿cksichtigen ist wegen einer Fragestellung, die der hier bearbeiteten ￿hnlich 
war, vor allem eine franz￿sische Studie von Flavigny und Mitarbeitern (Flavigny et al., 1999). 
In dieser Studie wurden vier unterschiedlich mutierte MyBP-C cDNA-Klone getestet: 
Zun￿chst eine auf die H￿lfte verk￿rzte cDNA; ferner eine normal lange cDNA mit einer 
Missense-Mutation in der Basenposition 1.656 (das entspricht etwa der Mitte des Proteins); 
sodann eine cDNA normaler L￿nge mit einem au￿erplanm￿￿igen Stop-Codon, das zu einer 
Verk￿rzung des Proteins um etwa 60% f￿hrt; und schlie￿lich eine cDNA mit einer internen 
Deletion der Exon 7-Sequenz. Diese letztere cDNA kodierte f￿r ein Rumpfprotein, das 
lediglich noch etwa 20% vom N-Terminus des Proteins enthielt (Verk￿rzung um 80%). Die   108
von diesen cDNAs abgeleiteten Produkte wurden nach der transienten Transfektion von 
f￿talen Kardiozyten auf ihre F￿higkeit zur Inkorporation in Sarkomere getestet. Beurteilt 
wurde dabei zugleich, in welchem Umfang die Integrit￿t der normalen Sarkomerstrukturen 
beeinflusst wurde. 
 
Zu den wichtigsten Ergebnissen geh￿rte, dass nicht mutiertes und missense-mutiertes MyBP-
C normaler L￿nge relativ gut, verk￿rzte Myosinbindungsproteine aber nur schlecht in die 
sarkomerischen A-Banden eingebaut wurden. Die letzteren Proteine wurden zum Teil diffus 
verteilt im Cytoplasma nachgewiesen. In etwa 50% der Zellen, in denen sie nachweisbar 
waren, wurde eine erhebliche oder sogar vollst￿ndige Desorganisation der myofibrill￿ren 
Architektur beobachtet. Vor allem dieses Resultat war f￿r die Autoren Anla￿, den pathogenen 
Mechanismus der verk￿rzten Myosinbindungsproteine auf einen dominant-negativen Effekt 
(￿poison polypeptides￿) zur￿ckzuf￿hren. 
 
Ferner wurden unterschiedliche Expressionsniveaus f￿r die verschiedenen Mutanten 
aufgezeigt. Insbesondere wurden die stark verk￿rzten Proteine (mit Verk￿rzungen um 60, 
bzw. 80% der nativen L￿nge, bzw. Masse) nur sehr ineffizient exprimiert. Einen direkten 
Vergleich zwischen cDNAs, die ￿ wie in MTI und MTII ￿ bei unterschiedlichem 
Sequenzgehalt f￿r gleich lange (verk￿rzte) Proteine kodieren, gab es in dieser Studie nicht. 
 
Die Ergebnisse der Arbeit aus Paris sind zwar nicht identisch mit den hier berichteten 
Resultaten, aber in einem gewissen Umfang erg￿nzen sie sich. So korrespondiert das extrem 
niedrige Expressionsniveau der cDNAs, die f￿r stark verk￿rzte Formen von MyBP-C 
kodieren und im ￿brigen eine ￿hnliche Sequenzkonfiguration haben wie die hier verwendete 
cDNA MTII, mit den vorliegenden Beobachtungen an neonatalen Kardiozyten. 
 
Ferner gibt es eine relativ gute ￿bereinstimmung bei der Beeintr￿chtigung der 
Sarkomerstrukturen durch verschiedene Formen der rekombinanten Proteine. Kurz gesagt, 
gest￿rte Strukturen mit vollst￿ndig langem Wildtyp Protein oder ebenfalls vollst￿ndig langem 
mutiertem Protein mit lediglich einem Aminos￿ureaustausch werden selten gesehen. Mit 
verk￿rzten Proteinen wurden sie dagegen deutlich oder sogar ￿berwiegend gefunden. 
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Zu betonen ist, dass eine Beeintr￿chtigung des Expressionsniveaus bei Vorliegen von 
Nonsense-Mutationen durch (vermutlich) NMD-vermittelten Abbau von mRNA in der 
franz￿sischen Studie nicht untersucht und auch nicht diskutiert wurde. 
 
 
5  Haploinsuffizienz oder dominant-negative Wirkung? Die Bedeutung dieser 
Ergebnisse für ein Verständnis der Krankheit 
 
Die Autoren der zitierten franz￿sischen Studie haben sich festgelegt, indem sie ihre Befunde 
als Argument daf￿r gewertet haben, da￿ Mutationen im Gen des MyBP-C eine dominant-
negative Wirkung haben. Der wichtigste Punkt war dabei die mit verk￿rzten Proteinen h￿ufig 
assoziierte St￿rung (oder Zerst￿rung) der Sarkomerstrukturen. 
 
Diese Assoziation wird zwar durch die Befunde dieser Arbeit im Prinzip best￿tigt. Jedoch 
f￿hren die eigenen Resultate zu einer anderen Interpretation. Erstens werden verk￿rzte 
cDNAs (wie MTI) in deutlich weniger Zellen exprimiert als WT-cDNA. Zweitens reduziert 
sich diese Zahl noch einmal erheblich, wenn die cDNA den Zellen in der Form von MTII 
angeboten wird. Das ist die Form, die der mRNA im Herzgewebe jenes Patienten entspricht, 
dessen Mutation hier untersucht wurde. Drittens wurde bei einer Subfraktionierung des 3·-
Bereichs jenseits der Nonsense-Mutation in Exon 26 eine Sequenz identifiziert, deren 
Wirkung auf das Expressionsniveau von MTI mit NMD als ￿RNA surveillance￿ (also Abbau 
von nonsense-mutierter RNA) interpretiert werden kann. (Weitere Untersuchungen sind hier 
allerdings angezeigt.) Viertens schlie￿lich ist die Beobachtung eines fehlenden mutierten 
Proteins sowie einer erheblich reduzierten mRNA im Patientengewebe durchaus kompatibel 
mit den Resultaten, die in dieser Arbeit erhalten wurden. 
 
Es wird also zusammenfassend davon ausgegangen, dass der biologische Ausgangspunkt f￿r 
die Genese jener Form der HCM, die diese Analyse veranlasst hat, ein Mangel an kardialem 
MyBP-C ist. Mit anderen Worten w￿re ￿Haploinsuffizienz￿ und nicht eine ￿dominant-
negative￿ Wirkung die angemessene Interpretation f￿r den von der Mutation ausgel￿sten 
Mechanismus. 
Diese Schlu￿folgerung schlie￿t nicht aus, dass es MyBP-C Mutationen gibt, deren Modus 
eine ￿dominant-negative￿ Wirkung ist. Die Studie aus Paris liefert dazu auch einen Hinweis. 
Missense-Mutationen, bei denen es nicht zum Kettenabbruch kommt, werden mit ihren 
Proteinen in Sarkomerstrukturen integriert, ohne da￿ diese gest￿rt zu sein scheinen. Solche   110
Proteine k￿nnten in wenig gest￿rten Sarkomeren funktionell als ￿poison polypeptides￿ 
wirken. Man k￿nnte also ￿ etwas spekulativ ￿ postulieren, da￿ Kettenabbruchsmutationen 
eher f￿r einen Haploinsuffizienz-Modus, und Missense-Mutationen eher f￿r einen dominant-




Ziel dieser Arbeit war die Kl￿rung des pathogenen Mechanismus einer Mutation im kardialen 
Myosinbindungsprotein C Gen. Diese Mutation (eine G-Insertion), die zu einer intern 
deletierten mRNA mit vorzeitigem Stop Codon f￿hrt, wurde im Rahmen einer HCM-
Familienanalyse identifiziert. Ein C-terminal verk￿rztes MyBP-C war jedoch im Herzgewebe 
eines Patienten nicht nachweisbar (Moolman et al., 2000). Es stellte sich die Frage, ob die 
Krankheit in dieser Familie auf einen ￿dominant-negativen￿ Effekt von sehr wenigen 
ver￿nderten Proteinen oder auf einen Mangel an normalem MyBP-C (Haploinsuffizienz) 
zur￿ckzuf￿hren ist. Zur ￿berpr￿fung einer m￿glichen Suppression des mutierten Allels auf 
mRNA Ebene wurde eine semiquantitative RT-PCR-Analyse myokardialer RNA 
durchgef￿hrt. Dabei wurde festgestellt, dass die nicht-mutierte mRNA in einem vierfachen 
￿berschu￿ gegen￿ber der mutierten mRNA im Patienten-Herzgewebe vorliegt. In 
Modellversuchen wurde sodann die Expression der intern deletierten mRNA in transient 
transfizierten Zellen untersucht. Hierf￿r wurden drei MyBP-C cDNAs verwendet: (1) die 
vollst￿ndige Wildtyp cDNA (WT), (2) eine intern deletierte cDNA, die mit dem vorzeitigen 
Stop-Codon endet (MTI) und (3) eine cDNA, die sich nur durch die interne Deletion von der 
WT-Sequenz unterscheidet (MTII). Aufgrund einer Leserahmenverschiebung enth￿lt die 
cDNA MTII (wie die mutierte Patienten-mRNA) zus￿tzlich zum nativen Stop-Codon ein 
vorzeitiges Terminationscodon. In COS-1 Zellen f￿hrten alle drei cDNAs zur Synthese der 
erwarteten Genprodukte. In neonatalen Kardiozyten wurde nur das verk￿rzte Protein vom Typ 
MTI eindeutig exprimiert. Die cDNA MTII f￿hrte nicht, bzw. nur in sehr geringem Ausma￿ 
zur Synthese eines verk￿rzten MyBP-C (Western Blot). Die Analyse immunfluoreszent 
markierter Kardiozyten f￿r das c-myc/MyBP-C-Fusionsprotein und f￿r Titin ergab folgende 
￿steady state￿ Expressionen: WT>MTI>>MTII. In der Mehrzahl der Zellen, die MTI oder 
MTII exprimierten, lagen die Rumpfproteine diffus im Cytoplasma vor, ohne eine erkennbare 
Ver￿nderung der endogenen Sarkomerstruktur hervorzurufen. Ein relativ geringer Anteil von 
Zellen zeigte eine korrekte, sarkomere Inkorporation der verk￿rzten Proteine. Aufgrund der 
unterschiedlichen ￿steady state￿ Konzentration von MTI und MTII in Kardiozyten und 
aufgrund der Expressionsunterschiede in den verschiedenen Zelltypen wurde ein 
zelltypspezifischer und intron-unabh￿ngiger Mechanismus vermutet, der die Suppression der 
Nonsense-mRNA (MTII) und damit eine Reduktion der Synthese des verk￿rzten MyBP-C 
bewirkt. Dieser Effekt wurde auf den Einflu￿ von Sequenzen zur￿ckgef￿hrt, die sich in der   112
reifen mRNA 3· vom vorzeitigen Stop-Codon befinden. Zur Eingrenzung dieser Sequenzen 
wurde der Bereich zwischen dem vorzeitigen und dem nativen Stop-Codon in ￿berlappende 
Fragmente unterteilt und an das Stop-Codon der cDNA MTI angef￿gt. Die transiente 
Expression dieser cDNA-Konstrukte (MTI-DSE I, II, III, I/II) f￿hrte in Kardiozyten ebenfalls 
zu einer reduzierten Synthese des verk￿rzten MyBP-C. Die erhaltenen Ergebnisse, d.h. 
sowohl die reduzierte Transkriptmenge des mutierten MyBP-C Allels im Patienten-
Herzgewebe als auch die geringe Akkumulation verk￿rzter MyBP-C Proteine in transient 
transfizierten Kardiozyten erkl￿ren den pathogenen Mechanismus der untersuchten MyBP-C 
Mutation nicht vollst￿ndig. Jedoch unterst￿tzen sie die Vermutung, dass die Abwesenheit des 
verk￿rzten MyBP-C auf einer Suppression der MyBP-C Nonsense-mRNA basiert und 
bekr￿ftigen die Vorstellung, dass die HCM in der untersuchten Familie mit einem Mangel an 
Myosinbindungsprotein C im Myokard assoziiert ist (Haploinsuffizienz). Ein ￿dominant-
negativer￿ Effekt einer sehr geringen Menge von ver￿nderten Molek￿len auf die Struktur oder 
auf die regulatorische Funktion der kardialen Sarkomere kann allerdings nicht v￿llig 
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Sequenzen verwendeter Oligonukleotide 
 
In der folgenden Tabelle sind die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten 
Oligonukleotide aufgelistet. Dabei befindet sich in der ersten Spalte die laborinterne Nummer 
des Primers, gefolgt von der Sequenz und in der letzten Spalte das betreffende Gen bzw. 
Anmerkungen zum Verwendungszweck. 
 
Primer  Nr.:  Sequenz       Gen/Verwendungszweck 
890 F   CAA GAT TGA CTT CGT ACC CAG GCA GC    MyBP-C, Bp 1934 cDNA 
891 R   ACT TGA GGG AGA CCG TGG TGT     MyBP-C, Bp 2700 cDNA 
892 F   GGT GAC AGC GAT GAG TGG GTG      MyBP-C, Bp 2148 cDNA 
893 R   TCT TCT TGC GCT CCA GGA TGT      MyBP-C, Bp 2469 cDNA 
928Sac I/F  TAT CAG AGC TCG GTG ACA GCG ATG AGT GGG TG MyBP-C, Bp 2148 cDNA 
1155   5·GAC CGG CGC AAG AAG AAG AAG AGC TAC CGG  Klonierungsoligonukleotid  
TGG ATG CAG CTG AGT CGA CAG CTC 3·    f￿r das Konstrukt MIT 
 
1156   5·GAG CTG TCG ACT CAG CTG CAT CCA CCG GTA  Klonierungsoligonukleotid  
GCT CTT CTT CTT CTT GCG CCG GTC3·    f￿r das Konstrukt MIT 
 
1180 R   ACT GTC AGC GTA TGC CGT GTG     MyBP-C, Bp 235cDNA 
1184   GAC TCT TCC ACT ACG ACG G    MyBP-C, Bp 558 cDNA 
1192   ATG CCT GAG CCG GGG AAG AA     MyBP-C, Bp 33 cDNA  
1193   CGC GGG CTG AGA AGG TGA TG     MyBP-C, Bp 564 cDNA 
1195 F   ACC GTG GGT GGC AGC ATC AC     MyBP C, Bp 531 cDNA 
1265   TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG     universeller Primer T7 
1266   AGG GTC CTC CAG GCT TCT AC     universeller Primer T3 
1311HindIII/R  AGC TCA AGC TTT GGG GGG ACC GAT AGG CAT GA MyBP-C, Bp 2643 cDNA 
1433 F   TTA AGG CTA GAG TAC TTA ATA      T7EEV Promotor-Primer 
1503 R    TGT GCA GCT CGA ACA GAT AGA CCT TG    MyBP-C, BP 683 cDNA 
1504 F    5·GCT AGC CTC GAG ATG GAG CAA AAG CTC ATT   enth￿lt die c-myc Epitop- 
    TCT GAA GAG GAC TTG CCT GAG CCG GGG AAG   Sequenz 
  AAG  CCA3· 
1527 R   CCA TTT GCC CTT GAA CCA CTT      MyBP-C, Bp 589 cDNA 
1805 F   GGG ATT CTG GAC TTC AGC TC      MyBp-C, Bp 871 cDNA 
1806   CAG GTG TGA CGT CGT CAA TG    M y B P - C ,   Bp 1838 cDNA 
1807 F   GGG CTG ACA GAG CAC ACA TC      MyBP-C, Bp 2795 cDNA 
1824 R   GCC CTT GAG CCT CTT TAG CAT G      MyBP-C 
1825 F   CCA GGC GGT GTT CAA ATG TGA G      MyBp-C, Bp 1711 cDNA   126
1932SalI/F  GAG CTG TCG ACA CTT CGA CCT GAT TCA GGA GCT      Klonierung DSE I und I/II 
1933NotI/R  TTT TCC TTT TGC GGC CGC CCT GGA AAG GGA TGA GAA GG Klon. DSE I 
 
Primer  Nr.:  Sequenz       Gen/Verwendungszweck 
1934SalI/F  GAG CTG TCG ACC ACC TGC GCC AGA CCA TTC A   Klon. DSE II 
1935NotI/R  TTT TCC TTT TGC GGC CGC TAA AGA CGG GCT CCT   Klon. DSE II und I/II 
  TGG  TGG 
1936SalI/F  GAG CTG TCG ACT CAT TGG CAA TGG CTA CTA CTT C   Klon. DSE III 
1937NotI/R  TTT TCC TTT TGC GGC CGC TCA CTG AGG CAC TCG CAC  Klon. DSE III 
2177 R   CAA GGA CCG CAG CAT CTT CAC        RT-PCR 
2148 F   TCT GCG CGT AGA GCA TGT GGT        RT-PCR 
 
 
Bedingungen für RT-PCR und „nested“ PCR: 
RT-Reaktion  Ansatz:     RNA  (750  ng) 
    1 , 0   µ l    Primer 891 (150 ng / µ l) 
   ad  11,5  µ l   ddH2O 
Die Inkubation dauerte 5 min bei 70￿C. Die Proben wurden dann sofort auf Eis gestellt und 
wie folgt auf 20 µ l aufgef￿llt: 
 
RT-Reaktion Ansatz:   4 µ l  5x RT-Puffer (Invitrogen) 
    2   µ l  DTT (0,1 M) 
    0 , 5   µ l  Rnasin (40 U / µ l) 
    1   µ l  dNTPs (je 2,5 mM) 
    1   µ l  MoMULV-RT (200 U / µ l) 
Die Inkubation dauerte 1 h bei 37￿C, gefolgt von einem Denaturierungsschritt 5 min bei 95￿C. 
 
1. PCR Ansatz:    8 µ l 10x  PCR-Puffer 
    6   µ l   25 mM MgCl2 
    8   µ l  dNTPs (je 2,5 mM) 
    2   µ l  Primer 890 (150 ng / µ l) 
    1   µ l  Taq DNA-Polymerase  
   a d     8 0   µ l ddH2O 
 
Die PCR-Bedingungen waren 1 Zyklus:   94￿C / 4 min 
         30 Zyklen:  58￿C / 50 s 
      72￿C  /  60  s 
      94￿C  /  50  s 
         1 Zyklus:  72￿C / 8 min 
 
2. PCR Ansatz:    5 µ l  PCR-Produkt aus der 1. PCR 
    5   µ l 10x  PCR-Puffer   127
    3   µ l MgCl2 (25 mM) 
    4   µ l  dNTPs (je 2,5 mM) 
    1   µ l  Primer 928 (150 ng / µ l) 
    1   µ l  Primer 1311 (150 ng / µ l) 
    1   µ l  Taq DNA-Polymerase (1 U / µ l) 
   a d     5 0   µ l    dd H2O 
Die PCR-Bedingungen waren 1 Zyklus:   95￿C / 4 min 
         30 Zyklen:  58￿C / 50 s 
      72￿C  /  60  s 
      94￿C  /  50  s 
         1 Zyklus:  72￿C / 8 min 
 
 
Bedingungen für die RT-PCR und die PCR mit biotinyliertem Primer 2177: 
RT-PCR Ansatz:    RNA (750 ng) 
   1   µ l  Primer 891 (20 µ M) 
  ad    11  µ l ddH2O 
Die Inkubation dauerte 5 min bei 70￿C. Die Proben wurden dann sofort auf Eis gestellt und 
wie folgt auf 20 µ l aufgef￿llt: 
 
RT-PCR Ansatz:  4 µ l  5x 1st Strang Puffer 
   2   µ l  DTT (0,1 M) 
   1   µ l  dNTPs (je 2,5 mM) 
   1   µ l  Rnase out (40 U / µ l) 
Vorinkubation 2 min bei 42￿C, dann wurde  
   1   µ l  Super Script II RT (200 U / µ l) hinzugef￿gt, kurz durchmischt 
und der gesamte Ansatz 50 min bei 42￿C und dann 15 min bei 70￿C inkubiert. Die Reaktion 
wurde anschlie￿end auf Eis abgek￿hlt. 
 
PCR Ansatz:    2,5 µ l 10x  PCR-Puffer 
   1,5  µ l MgCl2 
   2,0  µ l  dNTPs (je 2,5 mM) 
   1   µ l Primer  2177 
1 µ l Primer  2148 
2,0 µ l 1
st Strang Reaktion  
0,1 µ l   Goldstar Taq DNA-Polymerase 
  ad    25    µ l ddH2O 
 
Die PCR-Bedingungen waren siehe Stephan! Nach den Zyklen 14, 16 18, 20 und 22 wurden 
jeweils Proben entnommen und sofort eingefroren. 
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